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RESUMO

A liberacao de Interleucina-1B (IL-1B) no tecido periférico estimula a sintese de
Prostaglandinas (PGs), especialmente, da Prostaglandina-E, (PGE»), que leva a
sensibilizacdo dos nociceptores aferentes primarios induzindo a hiperalgesia
inflamatoria. Recentemente demonstramos que a IL-18 pode ativar diretamente o
receptor de Interleucina-1 (IL-1R) do nociceptor aferente periférico e levar a liberagéo
de PGE; associada ao desenvolvimento da hiperalgesia. A IL-13 também é liberada no
Ganglio da Raiz Dorsal (GRD), entretanto a fungdo que a IL-13 desempenha no GRD
para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria ainda ndo esta clara. Portanto, o
objetivo deste estudo foi investigar se a liberacao de IL-1p e a ativagdo do Receptor de
Interleucina-1 Tipo | (IL-1Rl) no GRD estdo envolvidos no desenvolvimento da
hiperalgesia inflamatéria. A administracdo de IL-1Ra (antagonista natural de receptor IL-
1, 6 ug) no GRD de ratos preveniu a hiperalgesia mecénica (avaliada por meio do von
Frey Eletrbnico) induzida pela administracao intraplantar (i.pl) de Adjuvante Completo
de Freund (CFA, 100 pL), Carragenina (Cg, 100 pg) ou IL-1B (0,5 pg), mas nao pela
administracao i.pl de PGE, (100 ng), avaliadas 3 horas apds suas administracdes. Além
disso, a administracao i.pl periférica de CFA ou Cg aumentaram as concentracées de
IL-18 (avaliadas por ELISA) no GRD. O tratamento ganglionar (GRD-L5) com
oligonucleotideo (ODN) antisense contra IL-1RI (30 pg/dia durante 4 dias) reduziu de
maneira significativa a expressao de IL-1RlI no GRD-L5 e a hiperalgesia mecanica
induzida por CFA, Cg e IL-1B, mas nao pela PGE,, administradas no tecido periférico
da pata. Também verificamos a hip6tese de que a prévia ativagao do receptor neuronal,

IL-1RI, no tecido periférico € importante para a liberacdo de IL-13 no GRD e para a
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subsequente hiperalgesia induzida por PGE,. A IL-1B (0,5 pg/pata) co-administrada
com a dose sub-limiar de PGE; (10 ng/pata) em patas traseiras tratadas com
indometacina induziu uma proeminente hiperalgesia, que foi prevenida pelo pré-
tratamento com ODN antisense contra IL-1RI ou IL-1Ra (6 pg) administrados no GRD.
Além disso, o IL-1Ra reduziu a expressao de COX-2 em células do GRD. Para
confirmar a ativagédo do IL-1RI em células do GRD, administramos Cg ou CFA no tecido
periférico o que levou ao aumentou da expressdo de IRAK-1 e IRAK-4 em células do
GRD. Os resultados deste estudo sugerem que o desenvolvimento da hiperalgesia
inflamatéria depende da ativagéo do receptor IL-1RI neuronal no tecido periférico que,
em partes, induz a liberacao de IL-18 no GRD e subsequente ativagédo da COX-2. Os
dados aqui apresentados oferecem novas perpectivas sobre a participagao das células
do GRD nos mecanismos envolvidos na hiperalgesia inflamatéria e revelam novos e

interessantes alvos para o controle das hiperalgesias inflamatérias.

PALAVRAS-CHAVE: Hiperalgesia, Ganglio da Raiz Dorsal (GRD), Interleucina-1 (IL-

1B), Prostaglandina-E» (PGE>), Receptor de Interleucina-1 Tipo | (IL-1RI).



ABSTRACT

The release of Interleukin-13 (IL-1B) in the peripheral tissue stimulates the
synthesis of Prostaglandins, specially, Prostaglandin-E, (PGE>) that ultimately sensitize
the peripheral afferent nociceptor inducing inflammatory hyperalgesia. We have recently
demonstrated that IL-18 can directly activate IL-1R receptor of peripheral afferent
nociceptor to induce release of PGE» associated to development of hyperalgesia. IL-18
is also released in Dorsal Root Ganglion (DRG), however the role that IL-13 in DRG
plays to development of inflammatory hyperalgesia is not yet elucidated. Therefore, the
aim of this study was to investigate whether IL-1B released in the DRG and the
activation of Interleukin-1 Receptor Type | (IL-1RI) is involved in the development of the
inflammatory hyperalgesia. Administration of IL-1Ra (IL-1 receptor antagonist, 6 pg) in
the DRG of rats prevented the mechanical hyperalgesia (measured with Electronic von
Frey) induced by intraplantar (i.pl) administration of Complete Freund’s Adjuvant (CFA,
100 pL), Carrageenan (Cg, 100 ug) or IL- 1B (0.5 pg), but not by PGE, (100 ng),
measured 3 hours after their administrations. Also, peripheral i.pl administration of CFA
or Cg induced an increase in IL-1B concentrations (measured by ELISA) in the DRG.
Ganglionar (DRG-L5) treatment with oligonucleotides (ODN) antisense against IL-1RlI
(30 pg/day for four days) reduced the expression of IL-1Rl in the DRG-L5 and the
mechanical hyperalgesia induced by CFA, Cg, and IL-1, but not by PGE, administered
in peripheral tissue. We also verified the hypothesis that previous activation of neuronal
IL-1RI in the peripheral tissue is important to the release of IL-1B in the DRG and to the
subsequent PGEx-induced hyperalgesia. IL-1B (0.5 pg/paw) co-administrated with a
sub-threshold dose of PGE, (10 ng/paw), in hind paws treated with indomethacin,

greatly induces hyperalgesia, which was prevented by pre-treatment with ODN
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antisense against IL-1Rl or IL-1Ra (6 pg) administrated in DRG. Also, IL-1Ra
administrations reduced the COX-2 expression in DRG cells. To confirm IL-1RI
activation in DRG cells, it was observed that IRAK-1 and IRAK-4 expression was
increased in DRG neurons after administration of Cg or CFA in the peripheral tissue.
These findings suggest that the development of inflammatory hyperalgesia depends on
neuronal IL-RI activation in the peripheral tissue that, in turn, induces the release of IL-
18 in the DRG and subsequent COX-2 activation. These data provide new insights
about the participation of DRG cells in the mechanisms underlying inflammatory

hyperalgesia and reveal new interesting targets to control inflammatory hyperalgesia.

KEYWORDS: Hyperalgesia, Dorsal Root Ganglion (DRG), Interleukin-1p (IL-1B),

Prostaglandin-E, (PGEy), Interleukin-1 Receptor Type | (IL-1RlI).
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Introdugdo 1

1. INTRODUCAO

A DOR pode ser definida, em poucas palavras, como a percepcdo de uma
sensagao nociceptiva, uma vez que envolve uma série de aspectos tanto cognitivos
quanto sensoriais. Embora essa definigdo seja mais abrangente que a inicialmente
proposta pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), que define a dor
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano tecidual
potencial ou de fato, deve-se considerar, em uma analise restrita, que esse fenébmeno
envolve a ativacao das vias nociceptivas, ou seja, as vias sensoriais responsaveis
pela deteccdo de estimulos nociceptivos. Entretanto, seu aspecto (intensidade e
duracao, por exemplo) final € dependente de uma série de fatores que podem alterar a
percepcao do estimulo nociceptivo. O sistema nervoso central € responsavel pela
integracdo de fatores emocionais, culturais e cognitivos, que, em Uultima instancia,

determinaréo a percepgao de dor.

1.2 As Vias de Deteccao e Conducao da Informacao Dolorosa

Os estimulos ambientais internos ou externos ao organismo sdo detectados por
estruturas receptoras localizadas por todo o corpo conhecidas como receptores
sensoriais. Estes receptores traduzem a informacao produzida pelos diferentes tipos de
estimulo - de natureza mecanica, quimica ou térmica, a qual sera transmitida até o
sistema nervoso central (SNC) por meio das fibras nervosas aferentes (ou primarias).
Estas fibras aferentes estabelecem contato com os neurdnios de segunda ordem (ou
secundarios) que, por sua vez, conduzem a informagédo até os centros superiores para

seu processamento (BONICA, 1990).
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As fibras primarias, presentes nos tecidos periféricos e normalmente associadas
aos receptores sensoriais, podem estar envolvidas por uma estrutura lipidica produzida
por células chamadas células de Schwann denominada bainha de mielina, que possui a
propriedade de aumentar a velocidade de condugédo da informagéo ao longo da fibra
nervosa. As fibras que tém como fungédo primaria a condugao de estimulos a grandes
velocidades, de modo que sejam interpretados imediatamente, possuem grande
quantidade desse envoltério mielinico. Fibras associadas a mecanorreceptores -
especializadas na condugédo de estimulos de origem mecanica -, sdo um exemplo.
Essas fibras, chamadas A-beta (AB), sdo capazes de responder a estimulos tateis,
possuem largo didametro e conduzem o estimulo a rapidas velocidades (30 a 100 m/s).

Os estimulos indutores da sensacgéo dolorosa (nocicepgédo) podem ser tanto de
natureza mecénica ou térmica quanto quimica ou elétrica, externos ou internos ao
organismo. Considerando que a sensacgao dolorosa é um alarme que indica a existéncia
de um processo lesivo ou potencialmente lesivo ao organismo, ha necessidade da
presenca de estruturas nervosas especializadas na sua deteccdo, de modo a evitar
danos maiores causados por estimulos deletérios.

Fibras de didametros menores e com terminacdes livres — ou seja, ndo associadas
a receptores sensoriais especializados - detectam esses estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos. Estas possuem alto limiar de ativacdo e sao diretamente
relacionadas as vias nociceptivas (AGUGGIA, 2003). Por isso, genericamente sao
denominadas nociceptores, podendo ser encontradas em dois tipos: fibras A-delta (Ad),
de médio diametro, finalmente mielinizadas, com velocidade de conducdao média, entre
12 e 30 m/s (correspondentes a 20% das fibras de dor e responsaveis pela dor rapida,

aguda e lancinante que sentimos ap6s estimulagéao nociva), e fibras C ndo-mielinizadas,
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de pequeno diametro, com velocidade de conducdo menor (0,5 a 2 m/s)
(correspondentes a 80% das fibras condutoras da informac¢ao dolorosa e responsaveis
pela dor com caracteristica lenta e difusa) (JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999).
Levando em conta o critério funcional, as fibras Ad respondem a estimulagao mecanica,
porém podem ser sensibilizadas pelo calor, enquanto as fibras do tipo C respondem
tanto a estimulos térmicos quanto mecanicos e quimicos, sendo classificadas, por isso,
como nociceptores polimodais.

Tais células nervosas periféricas possuem seus corpos celulares localizados nos
ganglios das raizes dorsais (GRDs) ou nos ganglios trigeminais, no caso dos neurdnios
sensoriais que inervam a regido orofacial. Destes ganglios saem prolongamentos em
direcdo a medula espinal (ou tronco encefalico, no caso dos neurbnios orofaciais), onde
estdo localizados os neurdnios secundarios. A ativacdo dos neurdnios sensoriais
primarios leva a liberagcdo de aminoacidos excitatérios, como o glutamato (GLU), e
peptideos, como a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), nos terminais pré-sinapticos (MILLAN, 1999). Estas substancias, chamadas
neurotransmissores e neuromoduladores, atuardo em receptores pdssindpticos,
estimulando os neurbnios secundarios. A partir dai, os impulsos ascenderdo para o
encéfalo, onde a dor sera analisada e interpretada.

Os neurotransmissores podem ser aminoacidos excitatérios (AAE) com funcgéo
neurotransmissora (BATTAGLIA; RUSTIONI, 1988; TRACEY et al.,, 1991), como o
glutamato (GLU) e o aspartato (ASP), ou neuropeptideos com papel neuromodulador
(JU et al., 1987; SMITH et al., 1993), como a substancia P (SP), o peptideo intestinal
vasoativo (VIP), a somatostatina (SOM), o peptideo relacionado ao gene da calcitonina

(CGRP), entre outros, liberados nos terminais das fibras neuronais (BONICA, 1990).
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Uma vez liberadas, tais substancias interagem com receptores nos neur6nios de
segunda ordem, ativando mecanismos bioquimicos intracelulares que terao efeito sobre
a transmissao do impulso.

A partir de sua transmissdo para o neurbnio secunddrio, a informagao
nociceptiva ascendera para as areas supraespinais atraveés de tratos neuronais
especificos (espinotalamico, espinoreticular, espinomesencefalico,
espinocervicotalamico, espinoparabraquial, espinoparabraquio(trigémio)hipota-lamico,
via poés-sinaptica da coluna dorsal (MILLAN, 1999; BESSON; CHAOUCH, 1987;
PRADO, 1999), até a convergéncia em popula¢cées de neurbnios no nucleo posterior
ventral do talamo (nucleo ventrobasal) (MILNE et al., 1981). Nesse nivel, a informacgao
sera conduzida para as areas sensoriais do cortex cerebral e suas varias caracteristicas
serao integradas, ou seja, aspectos como qualidade, intensidade, localizacdo, duragéao
e 0s componentes afetivo e emocional serdo interpretados, diferenciando a sensagéao

dolorosa da percepcao (NOBACK et al., 1996).

1.2.1 Estimulacao das vias nociceptivas

A terminologia nociva se refere a algo que causa dano, provoca prejuizos. Um
estimulo nocivo causa dano a um determinado tecido, ou seja, é injuriante, prejudicial.
Por outro lado, o termo nociceptivo se refere a algo que ativa as vias sensoriais
especializadas em conduzir a informagdo produzida pelos estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos. Desta forma, um estimulo nociceptivo pode ser caracterizado
como um estimulo capaz de ativar essas vias. Porém, nem sempre as vias nociceptivas
sao ativadas somente por estimulos nocivos. Em certas situagdes as vias de conducgao

nociceptivas podem ser ativadas por estimulos ndo-nocivos. Isso nao significa que o
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estimulo ndo é capaz de causar prejuizo tecidual, mas sua intensidade é suficiente para
levar a ativacao das vias nociceptivas. Em resumo, pode-se dizer que o estimulo nocivo
€ relacionado a qualidade da estimulagcdo em si, que pode danificar o tecido, enquanto
o estimulo nociceptivo é relacionado as fibras nervosas nociceptivas, que podem ser
ativadas por qualquer tipo de estimulo, contanto que em quantidade suficiente para
ativa-las. A nocicepcéo, desta forma, nédo é relacionada a qualidade do estimulo em si,
mas, sim, aos aspectos quantitativos da estimulacao.

Em uma analogia simplista, pode-se dizer que a dor é uma espécie de alarme
fisioldgico, que alerta o organismo que algo esta errado ou que existe uma ameaca a
sua integridade. Assim, a dor imediata € justamente a ativagdo das vias sensoriais
responsaveis por detectar a presenca de estimulos que séo prejudiciais (nocivos) ou
potencialmente prejudiciais. Envolve fendmenos ibnicos, ou seja, existe a inducéo de
uma resposta elétrica nestas fibras sensoriais responsaveis pela deteccédo de estimulos
de alta intensidade, com entrada do ion sédio (Na®) por canais especificos, que
conduzira a informagédo ao longo das vias nociceptivas, desencadeando, finalmente, a
reacdo (ou a percepcao). Contudo, é necesséario dizer que alteracoes metabdlicas
nestas células neuronais também podem induzir mudangas na maneira como essas
fibras detectam e conduzem a informacéo dolorosa. Dependendo do tipo de alteracéao,

tipos diferentes de fendbmenos podem ser observados.

1.2.2 Hiperalgesia
Em determinadas condicbes, a dor € acompanhada por fenbmenos paralelos,
como a chamada hiperalgesia. Este fenbmeno é resultado da sensibilizagdo das fibras

neuronais sensoriais responsaveis pela detec¢ao dos estimulos nociceptivos — aqueles
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capazes de ativar o sistema nociceptivo. Segundo inumeros estudos, essa
sensibilizagdo, caracterizada eletrofisiologicamente pela diminuicdo do limiar de
excitabilidade neuronal (RIEDEL; NEECK, 2001), ocorre por acdo de mediadores
produzidos pelo processo inflamatorio (HUANG et al., 2006; VERRI et al., 2006). Estes
mediadores atuardo em seus respectivos receptores, induzindo, como resultado final,
alteracbes metabodlicas que facilitardo a producdo de potenciais de agdo pelos
neurdnios nociceptores. Em outras palavras, essas fibras poderdo ser ativadas mais
facilmente frente a estimulacao, e, devido a essa nova condi¢do, estimulos que antes
nao eram capazes de ativa-las, passam a sé-lo, ou a fazé-lo mais intensamente. Assim,
0 processo inflamatorio pode ser, de modo geral, diretamente associado a hiperalgesia
(dor aumentada em resposta a um estimulo que ja era doloroso). Mais ainda, diversos
trabalhos tém mostrado que a atuacdo desses mediadores inflamatérios leva ao
desenvolvimento de alteragdes fenotipicas nos neurdnios sensoriais que contribuem
para esse estado sensibilizado. Como exemplo podemos citar o aumento na expressao
de alguns tipos de canais de sédio (Na*) preferencialmente em fibras nociceptoras,
considerado um dos principais focos da pesquisa dos mecanismos fisiopatolégicos da
dor (ENGLAND et al., 1996; GOLD et al., 1998; KHASAR et al., 1998; PORRECA et al.,
1999; WOOD, 2004).

Outro fenémeno observado em alguns quadros de origem inflamatéria é a
chamada alodinia. De modo semelhante a hiperalgesia, a alodinia refere-se a sensacao
dolorosa induzida por um estimulo que, em condi¢cdes normais, seria insuficiente para
provocar esta sensagcdo. A idéia que prevalece atualmente é que a hiperalgesia /
alodinia resulta da sensibilizacdo dos neur6nios sensoriais primarios associada a

ativacao de nociceptores polimodais de alto limiar e nociceptores dormentes, os quais
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somente respondem a estimulos quando sensibilizados (MCMAHON; KOLTZENBURG,
1990a; MCMAHON; KOLTZENBURG, 1990b). Esta classe de nociceptores, descrita em
1988 por Schaible e Schmidt (SCHAIBLE; SCHMIDT, 1988), ndo responde a estimulos
mecanicos ou térmicos imediatos, mas é recrutada durante o processo inflamatério.
Embora tenham sido inicialmente observados em estudos eletrofisioldgicos com
registros feitos em nervos de articulagdes de joelhos, também foram verificados em
tecidos cutdneo e visceral (WILLIS; WESTLUND, 1997), sendo diretamente
relacionados aos quadros hiperalgésicos. Nesse sentido, apesar da importancia da
inflamagéo para esse fendmeno, € relevante lembrar que, em determinadas condicoes,
a hiperalgesia / alodinia ndo pode ser considerada apenas consequéncia da acédo de
mediadores inflamatérios. Durante as dores de origem neuropética (onde a dor decorre
de injuria ou alteracbes nos nervos sensoriais), por exemplo, algumas fibras
normalmente capazes de responder apenas a estimulos tateis passam a responder
como nociceptores, de modo que, entdo, estimulos indcuos passam a ser percebidos
como nocivos (BONICA, 1990; KOERBER et al., 1994; KOHAMA et al., 2000). Porém,
embora exista a sugestao de que essas dores sao intimamente relacionadas a quadros
inflamatérios (MA; EISENACH, 2002; ZHAO et al., 2000), essa discussao devera ser

retomada em outra oportunidade, ja que escapa do enfoque deste trabalho.

1.3 O ganglio da raiz dorsal (GRD)

Os nervos periféricos aferentes sao constituidos pelos axénios de células
neuronais cujos corpos celulares estao localizados em uma estrutura situada no local
de penetracdo da fibra nervosa na barreira meningea. Tal estrutura € chamada de

géanglio da raiz dorsal (GRD).
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No interior de um GRD tipico ha milhares de neurdnios sensoriais, com grande
heterogeneidade no que diz respeito a espessura das fibras, ao tamanho dos corpos
celulares e quantidade de mielina envolvendo essas fibras (KOERBER; MENDELL,
1992). O GRD esta envolvido por uma capsula que consiste de uma camada de tecido
colageno margeada internamente por laminas de células perineurais (WAGGENER,;
BEGGS, 1967). Embora alguns estudos tenham descrito histologicamente a cépsula
que envolve os GRDs, alguns autores divergem quanto a efetividade de substancias
inoculadas no espaco subaracndide penetrarem essa bainha, atingindo diretamente os
corpos celulares neuronais (SEITZ et al., 1981). Porém, uma diversidade de estudos
farmacolégicos utiliza técnicas de administracao de substancias via intratecal, ou seja, a
administragdo de drogas diretamente no espaco subaracndide, para induzir ou inibir a
expressao de moléculas nos GRDs (LAl et al., 2002; PARADA et al., 2003). Segundo Ji
et al. (2002) essa via intratecal de inoculacao de drogas pode ser utilizada para permitir
acesso de substancias aos neurdnios do GRD, uma vez que a membrana dura mater se
estende sobre a capsula do ganglio de maneira que seu pélo proximal esta em direta
continuidade com o espaco subaracnoéide (MICHAEL et al., 1997; PORRECA et al.,
1999), ou seja, banhado pelo fluido cérebro-espinal. A comunicacao entre este fluido e
as células no interior do GRD é levada em consideragdo em muitos experimentos nos
quais se procura alterar padroes de expressao de moléculas em neurdnios do GRD (LAl
et al., 2002; MICHAEL et al., 1997).

Outro dado importante com relagdo ao GRD foi a demonstracao, por meio de
técnicas de imunocitoquimica e registros eletrofisioldgicos, da presenca de receptores
para mediadores inflamatérios no soma celular, dentro dos GRDs. Shinder e Devor

(1994) descreveram um grande numero de diferentes moléculas quimioreceptoras na
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membrana dos corpos celulares presentes no GRD e levantaram a hipdtese de que
esta estrutura ndo teria apenas papel na manutengcao metabdlica dos neurdnios, mas,
também, funcdo na transmissao do impulso neuronal (para revisdo ver DEVOR, 1999).
Em resumo, os neurbnios do GRD sao células grandes, cilindricas, com diametro
variavel entre 20-150 ym, classificados como “pseudounipolares”, ou seja, a partir de
seu corpo celular, ha um prolongamento que, apds dezenas ou centenas de microns, se
divide em dois, formando um “T"ou “Y”. Um ramo se dirige para os tecidos periféricos
enquanto outro ramo entra na medula espinal, se conectando com os neurénios de
segunda ordem. O conjunto de neurdnios com corpo celular localizado no GRD forma o
nervo periférico junto com as fibras motoras. A injuria tecidual periférica estimula as
terminagcbes do neurénio aferente primario produzindo impulsos que percorrerdo o
axbnio desde a periferia até o sistema nervoso central, passando pela jungdo em “T” e,
embora ndo haja a necessidade de que o impulso invada o corpo celular no GRD para
que ocorra comunicagao sensorial entre a periferia e a medula, na maioria destes
neurdnios o impulso conduzido ao longo do axénio invade o soma celular, sugerindo um
papel relevante desta estrutura na propagacdo do estimulo aferente (DEVOR,;

OBERMEYER, 1984).

1.4 Prostaglandinas e Hiperalgesia

Varios trabalhos demonstram que as prostaglandinas (PGs), principalmente as
da série E, sdo mediadores que causam hiperalgesia inflamatéria (FERREIRA, 1973).
As PGs sdo produzidas pela acdo da enzima ciclooxigenase (COX) sobre o acido
araquidénico (AA) e sua ativacdo ocorre por estimulos mecanicos, quimicos ou

infecciosos (FERREIRA; VANE, 1967).
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A inibicao da COX e consequientemente, da sintese de prostaglandinas foi o
mecanismo originalmente descrito por Vane (1971), Ferreira (1972) e Ferreira et al.
(1973) para explicar as propriedades analgésicas dos antiinflamatérios nao-esteroidais.
Portanto, dentre os mediadores inflamatdrios, as prostaglandinas merecem papel de
destaque. Sao pertencentes a uma familia de substancias, os eicosanéides que inclui,
além das PGs, os leucotrienos (LT) e compostos relacionados, derivados de &cidos
graxos essenciais compostos de 20 carbonos que contém 3, 4 ou 5 duplas ligagdes. Os
exemplos mais comuns sdao o acido 8,11,14-eicosatriendico (acido di-homo-y-
linolénico), o acido 5,8,11,14-eicosatetraendico (acido araquidénico) e o acido
5,8,11,14,17-eicosapentaendico. No homem, o &cido araquidénico € o mais abundante,
sendo ingerido como constituinte da carne, ou sendo produzido como resultado do
metabolismo do &cido linoléico proveniente da dieta alimentar de origem vegetal. E
entdo esterificado (araquidonato) como um componente de fosfolipidios de membranas
celulares ou com outros lipidios complexos (CAMPBELL; HALUSHKA, 1996;
NARUMIYA; SUGIMOTO; USHIKUBI, 1999).

Os eicosanoides obtidos a partir destes acidos graxos sao distribuidos em vérias
classes principais, designados por letras (A, B, C, D, E, F, G, H, | e J) e distinguidas por
substituicbes no anel de ciclopentano. As classes principais sdo ainda subdivididas
segundo o numero de duplas ligagcdes nas cadeias laterais. Isto é indicado por 1,2 e 3
subscrito e expressa o acido graxo precursor. Assim 0s eicosandides derivados do
acido di-homo-y-linolénico sao designados pelo numero 1 subscrito (1), os derivados do
acido araquidénico pelo numero 2 (2) e o derivados do acido 5,8,11,14,17-
eicosapentaendico pelo numero 3 (3). Substancias endégenas, tais como horménios e

autacoides, aumentam a biossintese de eicosandides por meio da ativacdo de
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fosfolipases (A2 e/ou C) ou, ainda, aumentam a concentragéo de calcio intracelular. A
fosfolipase A2 ativada hidrolisa o fosfolipidio de membrana liberando o &cido
araquidoénico. Por outro lado, a fosfolipase C quebra o fosfolipidio resultando na
formacao do 1,2-diglicerideo, que sofre reagbes posteriores até a liberacdo do &cido
araquidénico. Uma vez liberado, uma parte do acido araquiddnico é rapidamente
metabolizada em produtos oxigenados por varios sistemas enzimaticos distintos, cujas
enzimas principais séo as ciclooxigenases (COX) e as lipoxigenases.

Os prostandides da série 2, resultantes da acdo enzimatica da COX sobre o
acido araquidénico, compreendem as prostaglandinas (PG2) e os tromboxanos (TX2). A
COX, também conhecida como prostaglandina H sintase ou prostaglandina
endoperoxido sintase, cicliza e oxigena enzimaticamente o acido araquiddnico,
gerando um endoperdxido instavel chamado prostaglandina G2 (PGG2), posteriormente
hidrolisado a prostaglandina H2 (PGHZ2), e que, dependendo da célula, sera convertido
em PGD,, PGE,, PGF2,, PGl e TXA, por isomerases e sintases especificas
(CAMPBELL; HALUSHKA, 1996; NARUMIYA; FITZGERALD, 2001; SIMMONS;
BOTTING; HLA, 2004). Os prostandides entdo formados sdo, em sua maior parte,
imediatamente liberados para fora da célula sendo responsaveis por uma grande
variedade de fungdes bioldgicas, inclusive hiperalgesia e inflamacdo no homem
(FERREIRA, 1972). Foi demonstrado que principalmente a prostaglandina do tipo E
(PGE2) induz a hipernocicepcao (FERREIRA; VANE, 1967) e desenvolvimento de
sensibilizacdo nociceptiva na pata de rato relacionada a inflamacao (KUHN; WILLIS,
1973).

Inicialmente foi descrita a existéncia de pelo menos duas isoformas da COX, as

chamadas COX-1 e COX-2, sendo a COX-1 expressa constitutivamente em muitos
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tecidos, incluindo os rins, estbmago, musculo liso vascular e plaquetas, e a COX-2,
indetectavel em muitos tecidos, podendo ser induzida por mediadores inflamatoérios, tal
como citocinas ou fatores de crescimento (CAMPBELL; HALUSHKA, 1996; TRIFAN;
HLA, 2003).

Uma terceira isoforma, a COX-3, foi mais recentemente descoberta como sendo
derivada do mesmo gene que origina a COX-1, isto é, a COX-3 é uma variagao
genética da COX-1 e por isto também € chamada COX-1-V1. Sua expresséo foi
detectada no Sistema Nervoso Central e na aorta de humanos e cées e, nos rins, no
coracdo, na cartilagem e em tecidos neuronais de roedores (GOSSET et al., 2006).
Também é creditada a COX-3 a atividade analgésica do paracetamol, embora tal
mecanismo ainda nédo esteja completamente elucidado (KIS; SNIPES; BUSIJA, 2005).

A inibicdo da COX, sobretudo a COX-1, embora seja eficaz no tratamento da dor
inflamatoria, induz uma série de efeitos colaterais, implicados no bloqueio das suas
fungdes fisioldégicas nas quais esta isoforma expressa constitutivamente esta envolvida.
Desta maneira, apés a descoberta da segunda isoenzima da COX (COX- 2 -
inicialmente chamada de isoforma induzida por ser expressa durante processo
inflamatorio), levou a uma corrida pela descoberta de drogas que fossem seletivas para
esta isoforma e que, por conseguinte, teriam apenas os efeitos benéficos da inibicdo da
sintese de PGs. Desde entdo, inUmeros trabalhos tém ressaltado a importancia da
COX-2 em diferentes modelos de inflamacao e dor inflamatéria (ZHANG et al., 1997;
HAY; DE BELLEROCHE, 1997; YAMAMOTO; NOZAKITAGUCHI, 1996, 2002; NANTEL
et al., 1999; SAMAD et al., 2001; FRANCISCHI et al., 2002; GHILARDI et al., 2004).

As lipoxigenases, por sua vez, pertencem a uma familia de enzimas que

catalizam a oxigenacao de acidos graxos poliénicos em hidroperdxidos. Os metabdlitos
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do acido araquiddnico sdo chamados acidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE). A
5-lipoxigenase € talvez a mais importante dessas enzimas, pois conduz a sintese dos
leucotrienos, inclusive o LTB4 que, durante o processo inflamatério, pode estar também
envolvido no desenvolvimento de hiperalgesia (CAMPBELL; HALUSHKA, 1996). A
metabolizacdo do &cido araquidbnico inclui vias ndo enzimaticas de conversdo em
produtos com estruturas similares as das prostaglandinas, tais como os isoprostanos,
que, diferente dos derivados da COX, sdo peroxidados in situ nos fosfolipidios de
membranas por espécies ativas de oxigénio e, subseqientemente, liberados pré-
formados. Consequentemente, sua producdo ndo é afetada por bloqueadores do
metabolismo do acido araquiddnico livre, como, por exemplo, os antiinflamatdrios nao-
esteroidais (CAMPBELL; HALUSHKA, 1996). Dentre os isoprostanos, a 8-iso-PGEZ2,
que pode ser produzida durante a lesédo tecidual associada ao estresse oxidativo, tem
demonstrado atividades hipernociceptivas por sensibilizarem os neurénios nociceptivos
(EVANS et al., 2000). Outro metabdlito do acido araquidbnico é a anandamida, uma
substancia resultante da associagdo com a etanolamida no cérebro e ligante enddégeno
para receptores canabindides, cuja ativacdo produz analgesia, dentre varios efeitos
biolégicos (CAMPBELL; HALUSHKA, 1996).

No Sistema Nervoso Central, tanto o RNA mensageiro (RNAm) para COX-1 e
COX-2 quanto as proteinas sao constitutivamente expressos. Em cultura de células do
ganglio da raiz dorsal (GRD) o RNAm para a COX-1 e COX-2 foi detectado, entretanto
somente a proteina para COX-1 e ndo a COX-2 é constitutivamente expressa neste
tecido. A COX-1 é expressa em neurbnios de pequeno e médio calibre, no citoplasma e
principalmente na membrana nuclear, assim como no axo6nio, sugerindo que as

prostaglandinas podem ser sintetizadas e liberadas pelos terminais centrais e
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periféricos dos neurdnios aferentes primarios (revisado por VANEGAS; SCHAIBLE,
2001). Além disso, em cultura de células do GRD estimuladas com IL-18, os niveis de
RNAm para COX-1 nao se alteram, enquanto os niveis de RNAm para a COX-2
aumentam substancialmente (INOUE et al., 1999).

Dentre os estimulos inflamatérios capazes de induzir a sintese e liberagcao de
PGs esta a citocina denominada interleucina-1f (IL-1B), além evidentemente dos
proprios agentes inflamatorios que induzem sua liberagcdo endogenamente como a

carragenina e o lipopolissacarideo de E. coli (revisado por POOLE et al., 1999).

1.5 Interleucina 13

A IL-1B é um polipeptideo produzido por uma grande variedade de células,
incluindo macrofagos, fibroblastos, queratindcitos, sinovidcitos, mastécitos, células da
glia e neurdnios (veja em BIANCHI et al.,, 1998). S&o encontrados trés ligantes
membros da familia da IL-1, cujo peso molecular € de 17.5 kDa. A IL-1 possui duas
isoformas ativas, IL-1B e IL-1a os quais sdo agonistas de receptores especificos
associados a membrana plasmatica, bem como de receptores sollveis, e o IL-1Ra, um
antagonista natural dos receptores de IL-1. Existem dois tipos principais de sitios de
ligagdo para a IL-1 (IL-1RI e IL-1RII) derivados de diferentes genes localizados no
cromossomo 2 e uma proteina acessoria do receptor (IL-1RacP; SIMS et al., 1995). O
receptor do tipo | (IL-1RI) ativa uma cascata de sinais intracelulares, enquanto o
receptor do tipo Il, apesar da ligacdo com a molécula de IL-1, ndo ativa sinais
intracelulares, funcionando apenas como sitio de ligacdo para a IL-1 (DINARELLO,

1996).
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A interleucina-1 exerce a maioria de suas agdes bioldgicas por meio da indugao
da transcricdo de diferentes genes que irdo codificar quimiocinas, citocinas, proteinas
de fase aguda, moléculas de adeséo celular e enzimas envolvidas na producao de
mediadores pré-inflamatérios, como a éxido nitrico sintase induzida (iINOS), a COX-2 e
a fosfolipase A2 (PLA2) (WESCHE et al., 1997; DINARELLO, 1996). A ligacéao da IL-1
ao IL-1Rl resulta na formagéo da IL-1RAcP e consequentemente na ativagdo de uma
proteina adaptadora, o fator de diferenciacao mieldide 88 (MyD88), que entédo se liga a
quinase associada ao receptor de IL-1 (IRAK) e consequentemente a ativagao das duas
principais vias de sinalizagdo da IL-1, a do fator de transcricdo nuclear NF-kB e a
cascata das proteinoquinases ativadas por mitogenos (MAPK) (ROTHWELL; LUHESHI,
2000). Até o momento foram identificados 4 membros da familia de quinases: duas
ativas, a IRAK-1 e IRAK-4 e duas inativas, a IRAK-2 e IRAK-M, sendo que, a expressao
de IRAK-1 e IRAK-4 sinaliza a ativagédo do receptor de IL-1B8 (CAO et al., 1996).

A primeira indicacdo do efeito hiperalgésico da IL-1f3 foi no tecido periférico
durante um processo inflamatério (FERREIRA et al., 1988). Desde entdo, seu
envolvimento na hiperalgesia inflamatéria tem sido descrito por diferentes autores tanto
no tecido periférico (SCHWEIZER et al., 1988; OKA et al., 1993; REEVE et al., 2000,
FALCHI et al., 2001; SUNG et al., 2005), quanto no Sistema Nervoso Central (SAMAD
et al., 2001), embora neste caso o papel da IL-1B n&o esteja ainda bem esclarecido.
Enquanto alguns autores descrevem acgao hiperalgésica da IL-1p no Sistema Nervoso
Central (OKA et al., 1993; REEVE et al., 2000; FALCHI et al., 2001; SUNG et al., 2004,
2005), outros a descrevem como uma citocina que induz analgesia (NAKAMURA et al.,
1988; BIANCHI et al., 1991; SOUTER et al., 2000; JI et al., 2002). De qualquer modo,

todos os membros da familia da IL-1 (IL-13, IL-1q, IL-1Ra) e seus receptores (IL-1Rl, IL-
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RIl, IL-1AcP) sado expressos em células do Sistema Nervoso Central (microglias,
astrécitos, olidendroglias, neurdnios, células endoteliais e células imunes circulantes —
VITKOVIC et al., 2000; TOUZANI et al., 1999; DAVIES et al., 1999; PEARSON et al.,
1999; BLASI et al., 1999). Além disso, foi demonstrado que 0s neur6nios sensoriais
primarios s&o capazes de liberar IL-18 (COPRAY et al., 2001).

Recentemente foi demonstrado que a administracdo intratecal (i.t.) de IL-13
induz hiperalgesia mecanica bilateral em patas de ratos, a qual é mediada por PGs
(BRAZ, 2003). De fato, a administragéo intratecal de IL-18 aumenta a expressado de
RNA mensageiro para a COX-2 na medula espinal e os niveis de PGE, no liquido
cefalorraquidiano (SAMAD et al., 2001).

Embora ndo restem duvidas quanto a eficiéncia da inibicao da COX no controle
das hiperalgesias inflamatérias, ndo se conhece até entdo o papel das COX-1 e COX-2
do Génglio da Raiz Dorsal (GRD) no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria.
Dados do nosso grupo de pesquisa (ARALDI et. al., 2012) demonstraram que a
ativacdo das COX-1 e COX-2 no GRD é importante para o desenvolvimento da
hiperalgesia induzida pelo agente inflamatério carragenina ou pela citocina IL-13
administrados no tecido periférico, mas nao pela PGE..

O objetivo geral deste trabalho é estudar a importancia da liberacao de IL-1p,
pelas células do GRD, para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria do tecido
periférico. Este estudo também propde verificar se este mecanismo depende da

isoforma 2 da COX presente no GRD.
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2. OBJETIVOS

v Investigar a importancia da IL-1B produzida pelas células do GRD para o

estabelecimento da hiperalgesia inflamatoria;

v' Verificar a relagao entre a liberagdo endogena de IL-1B, pelas células do GRD, e
a isoforma da COX (COX-2) no desenvolvimento das hiperalgesias

inflamatérias;

v Verificar a importancia da ativacao do receptor IL-1RIl neuronal pela IL-1 no

tecido periférico na producéao de IL-1p3, no GRD, e na hiperalgesia inflamatéria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (180-220 g) provenientes do CEMIB da
Universidade Estadual de Campinas - Unicamp. Os ratos permaneceram cerca de um
més no biotério do Departamento de Biologia Funcional e Estrutural, sob condi¢des de
temperatura e ciclo claro/escuro controlados, com livre acesso a comida e agua, antes
de serem submetidos aos ensaios biolégicos. O protocolo experimental foi aprovado

pela Comissao de Etica na Experimentacéo Aninal — CEUA/UNICAMP, n° 1462-1.

3.2 Teste nociceptivo

O teste nociceptivo foi realizado entre 08:00 e 16:00 h. Todos os experimentos

seguiram as normas de ética estabelecidas para experimentacdo com animais
conscientes, recomendadas pela IASP (International Association for the Study of Pain)
e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Cientifica com Animais, da
Unicamp.

3.2.1 Teste do limiar nociceptivo mecanico da pata de rato: O uso de

filamentos de von Frey (VON FREY, 1896) € um método utilizado rotineiramente em
procedimentos experimentais para avaliar nocicepgao. Esse método foi adaptado para
um equipamento eletrénico usado inicialmente em humanos (JENSEN et al., 1986) e
posteriormente em ratos (MOLLER et al., 1998). Neste trabalho, os experimentos foram
realizados com um anestesibmetro eletrénico (MODELO 1601C, LIFE SCIENCE
INSTRUMENTS, Califérnia, EUA), que consiste em um transdutor de forca conectado a um

contador digital de forca expressa em gramas (g). A precisdo do aparelho é de 0,1 g e
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este esta calibrado para registrar uma forca maxima de 150 g, mantendo a precisédo de
0,1 g até a forca de 80 g. O contato do transdutor de forca com a pata é realizado
através de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5 mm de didmetro
adaptada ao transdutor. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, medindo
12x20x17 cm, cujo assoalho consiste de uma rede de malha igual a 5 mm?, constituida
de arame ndao maleavel de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do
experimento para habituacdo ao ambiente. Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo
das caixas de experimentacdo para facilitar a visualizacdo das plantas das patas dos
animais (Figura 1). O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, uma forca
linearmente crescente no centro da planta da pata do rato até que o animal produzisse
uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada (Figura 2). Os
estimulos foram repetidos por até seis vezes, em geral até que o animal apresentasse 3
medidas similares com uma clara resposta de “flinch’ apés a retirada da pata. A
intensidade de hiperalgesia foi quantificada como a variacao na forca (A de reacdao em
gramas) obtida subtraindo-se a média de trés valores expressos em gramas
(gramaforga), observada antes do procedimento experimental (0 hora) da média de trés
valores em gramas (gramaforca) apds a administragéo dos estimulos, os quais variaram

de acordo com os protocolos experimentais (Figura 3).
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Figura 1: Equipamento utilizado no teste de pressao crescente na pata. A foto apresenta o
anestesidmetro eletrénico (Modelo 1601C, LIFE SCIENCE INSTRUMENTS, Califérnia, EUA),
constituido por transdutor de pressao (1) conectado a um contador digital de forga (2), as caixas
de acrilico (12 x 20 x 17 cm de altura) (3) e os espelhos inclinados (4) abaixo do assoalho, para
fornecer uma visao desobstruida das patas traseiras dos animais utilizados no teste de pressao
crescente na pata de ratos.

Figura 2: Momento do teste de pressao crescente na pata. A foto apresenta a ponteira de
polipropileno (1), acoplada ao transdutor de forga (2), em contato com a pata do animal (circulo
vermelho). O experimentador deve aplicar, por entre as malhas da rede do assoalho (3), uma
pressdo linearmente crescente no centro da planta da pata, até que o animal produza a
resposta de sacudida caracterizada como “flinch’.
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Figura 3: Parametros utilizados para o calculo da intensidade de hiperalgesia. Painel A:
Limiar de estimulo em gramas avaliado na zero hora (0h) e 3 horas apds a administracao de
salina (3h; Salina) ou prostaglandina-E; (3h; PGE,). Painel B: Intensidade de hiperalgesia, em
gramas, que corresponde a diferenga entre os limiares de estimulo em gramas, medidos na
zero hora e na 3% hora apés a administracdo de salina ou prostaglandina-E; (indicado pelas
linhas pontilhadas).

3.3 Administracao de Drogas

3.3.1 Administracao intraplantar (i.pl) de drogas (via subcutanea)

As drogas foram injetadas na pata traseira dos ratos por meio de uma agulha
hipodérmica 26G, conectada a uma seringa e inserida no meio da pata, entre as cinco
calosidades distais, no mesmo local de aplicagdo do estimulo mecéanico. Volumes de
100 pl (quando apenas uma droga foi injetada) ou 50 ul (quando mais de uma droga foi
injetada no mesmo sitio) foram administrados (PARADA et al., 2003).

O campo periférico responsivo as administracdes de drogas no GRD-L5 foi
mapeado neste estudo. Demonstramos que a administragao de lidocaina 2% (3 pL) no
GRD-L5 eleva significativamente o limiar nociceptivo no campo periférico onde

administramos nossos estimulos inflamatérios (Figura 4A). Também para demonstrar
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que multiplas administracdes no GRD-L5 nao alteram o limiar de resposta nociceptiva
mecanica, durante 4 dias, o mesmo foi medido antes e depois da administracao
intraganglionar de lidocaina 2%. A lidocaina aumentou significativamente o limiar
nociceptivo mecanico, avaliado pelo von Frey eletrdnico, 15 e 30 min apds sua
administragdo. A regiao cujo limiar foi alterado estd demonstrada na Figura 4B. Para
confirmar que as administracbes multiplas ndo afetam o limiar de resposta dos
neurdnios, apds 24 horas da administracdo de lidocaina os ratos n&o apresentaram
nenhuma mudancga no limiar basal de retirada da pata.

Administramos DAPI (marcador fluorescente para nucleos) no tecido periférico
(campo responsivo ao GRD-L5) e depois de 24 horas, avaliamos através de
fluorescéncia a presenca deste marcador nas células do ganglio da raiz dorsal L5.
Observamos que o DAPI administrado no tecido subcutaneo da pata traseira direta do
rato foi capaz de marcar o ndcleo tanto das céulas neuronais, assim como das células

satélites presentes no GRD-L5 (Figura 4C).
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Figura 4. Efeito da administracao de Lidocaina no GRD-L5 sobre o limiar nociceptivo
mecanico de retirada de pata de ratos. (A) Lidocaina 2% (3 uL) foi administrada no GRD-L5
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(i.gl.) durante 4 dias consecutivos (1 vez ao dia). Quinze e 30 minutos ap6s a administracédo da
lidocaina 2% o limiar de retirada da pata direita dos animais, foi avaliado através do von Frey
eletrénico. (B) O efeito da lidocaina administrada no GRD-L5 foi mapeado na pata traseira do
rato para determinar o campo responsivo a injecao no GRD-L5 (L5 peripheral field). As barras
representam a média + epm de 5 animais por grupo. * indica diferenca estatistica (p<0,05, one-
way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni) entre o grupo Basal e os grupos tratados com
Lidocaina (i.gl., 15 e 30 min).

Figura 4C. Administracao de DAPI no tecido periférico marca células neuronais e
satélites no GRD-L5. DAPI foi administrado no tecido periférico da pata direita traseira de ratos
e apbs 24 horas o GRD-L5 foi coletado e a fluorescéncia foi feita em cortes deste GRD
demonstrando a marcacao dos nucleos celulares pelo DAPI. As setas brancas demonstram a
marcacgao dos nucleos das células satélites e a seta amarela demonstra a marcagao do nucleo
de uma célula neuronal (escala de 50 um e aumento de 40x).

3.3.2 Administracao de drogas diretamente no géanglio da raiz dorsal

(administracao ganglionar (gl.), intraganglionar (i.gl.) ou GRD-L5)

Para a inoculagdo de drogas no géanglio da raiz dorsal (GRD), foi utilizado o
método de injecao direta no GRD (FERRARI et al.,, 2007), o que nos permite a
verificagcdo dos efeitos das drogas apenas sobre neurdnios nociceptivos primarios e

células satélites sem a possibilidade de agdo das mesmas em neurbénios medulares
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(secundarios) ou em outras células do tecido periférico. Como previamente descrito
(FERRARI et al., 2007) o GRD-L5 possui a maioria dos corpos celulares dos neurdnios
nociceptivos primarios que inervam a porgdo central da pata de ratos, onde foram
administrados os agentes inflamatorios, as drogas perifericamente e onde foi medido o
limiar nociceptivo mecéanico. Devido a sua dimensdo diminuta, volumes acima de 5 uL
sdo passiveis de extravasar e permear estruturas adjacentes ao ganglio. Assim, para
que volumes pequenos pudessem ser administrados, foi confeccionada uma escala
utilizada para controle fino da quantidade de solugao injetada. Esta escala foi adaptada
a um cateter de 30 cm PE-10 (Intramedic Clay Adams, didametro interno de 0.28 mm e
externo de 0.61 mm), calibrado de maneira que 25 mm de deslocamento da solucao
dentro do cateter corresponderiam ao depésito de 1 ul de solucdo. O cateter foi
conectado a uma agulha gengival (Injecta, 30G, curta), e, em sua outra extremidade,
por meio de uma valvula tri-way, a uma seringa de vidro. Apds tricotomia dorsal na
altura das cristas iliacas, os animais foram anestesiados por via inalatoria por halotano
e posicionados em decubito ventral sobre um cilindro, de modo que sua regido lombar
fique hiperfletida. A 1,5 cm lateralmente a coluna vertebral, cerca de 0,5 cm em dire¢do
caudal a uma linha imagindria passando pelas bordas rostrais das cristas iliacas, foi
inserida uma céanula-guia (25x10, 19G) com o objetivo de facilitar a penetracdo da
agulha gengival na pele dos animais. Esta dltima foi inserida, através da canula-guia,
em direcdo ao espaco intervertebral entre a quinta e a sexta vértebra lombar, até que o
processo 6sseo lateral vertebral seja atingido. Com movimentos finos a agulha atinge o
GRD e neste momento ocorre um reflexo caracteristico da pata ipsilateral, indicando a

penetracdo da ponta da agulha no géanglio da raiz dorsal do quinto nervo espinal
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lombar, o qual esta localizado sob o processo transverso da quinta vértebra lombar. Em
seguida, o émbolo da seringa de vidro foi deslocado 12,5 cm totalizando um volume de
5 ul injetado. ApGs a injecao da droga, os animais foram recolocados na caixa para se
recuperarem da anestesia. O procedimento total de administragéo intraganglionar (i.gl.)

durou de 10 a 15 min até a recuperacao do estado consciente dos ratos.

3.4 Drogas

Carragenina — (FMC corporation);

CFA (Complete Freund’s Adjuvant) — Adjuvante Completo de Freund (Sigma
Chemical, Co., St. Louis, EUA)

Lidocaina — Cloridrato de Lidocaina 2%, anestésico local (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil).
IL-1Ra — Recombinante humana, antagonista de receptores do tipo | (IL-1RIl) - doada
gentilmente por Stephen Poole (NIBSC - National Institute for Biological Standards and
Control, Herts, UK);

Indometacina — (1-[P-chlorobenzoyl]-5-methoxy-2-methyllindole-3-acetic acid) (Sigma
Chemical, USA) - Inibidor ndo-seletivo da COX - dissolvida em tampao TRIS e re-
suspensa em solucao de cloreto de sodio 0,9% (Equiplex, Brasil);

Interleucina-1B — Recombinante humana (NIBSC — National Institute for Biological
Standards and Control, Herts, UK). A atividade especifica deste material € de 100,000
IU microg™ ampola™;

Prostaglandina E; — (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA).
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3.4.1 Oligodeoxinucleotideo (ODN)

O ODN utilizado neste estudo foi obtido da Bionner (USA). O ODN antisense
(ODN-AS) especifico para IL-1RI foi desenhado a partir do genoma de rato disponivel
pela GeneBank (Pubmed — Medline). O desenho do ODN foi feito por um programa
(http://www.dharmacon.com) cujo algoritmo continha 8 critérios para a melhor
seqliéncia possivel segundo estabelecido por Stone; Vulchanova, (2003) para uma

sequéncia de 15-20 pares de bases:

—

. 30% a 52% da sequéncia de bases CG

2. No minimo 3 “A” ou “T” nas posi¢des de 15a 19
3. Auséncia de repeticoes internas

4. “A” na posigao 3

5. “A” na posicao 19

6. “T” na posicao 10

7. Auséncia de C ou G na posicao 19

8. Auséncia de G na posicao 13

ODN antisense especifico para IL-1RI

> NM 013123.3 GI:148747432| Rattus norvegicus interleukin 1
receptor, type I (Illrl), mRNA

TARGET: TGGAGAATATGAAAGTG
COMPLEMENTAR: GTGAAAGTATAAGAGGT

REVERSO: 5°- CACTTTCATATTCTCCA - 3’

ATGCTGCCGAGGCTTGTGACATCTTCGGCTAAATCCTCCATCCTGGAGAATATGAAAGTGCTACT
TGGGTTCATTTGTCTCATTGTGCCTCTGCTGTCGCTGGAGACCGACAAATGCACGGAGTATCCAA
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ATGAGGTCATTTCATTTTCATCCGTAAATGAAATTGACATTCGCAGCTGTCCTCTTACTCCAAAC
GAAATGCATGGCGGCACCATAATCTGGTATAAAAATGACAGCAAGACCCCCATATCAGCGGACAA
GGACTCCAGGATTCATCAGCAGAATGAACATCTTTGGTTTGTTCCCGCCAAGATGGAGGATTCAG
GCTATTACTATTGTATAATGAGAAACTCAACATACTGCCTCAAAACTAAAATAACCATGAGTGTC
TTAGAGAATGACCCTGGCTTGTGCTATAACACACAAGCCAGCTTCATACAGCGGCTCCATGTTGC
AGGGGATGGAAGTCTTGTGTGCCCTTATCTGGATTTTTTCAAAGATGAAAATAACGAGTTACCCA
AAGTTCAGTGGTATAAGAACTGTAAACCTCTGCCTCTTGACGATGGAAACTTCTTTGGATTCAAG
AATAAACTGATGGTGATGAATGTGGCTGAAGAGCACAGAGGGAACTATACTTGCCGCACGTCCTA
CACATACCAGGGGAAGCAATATCCCGTCACACGAGTAATAACATTTATCACAATAGATGACAGCA
AGAGGGACAGACCTGTGATTATGAGCCCACGGAATGAGACGATGGAAGCTGACCCAGGATCCACG
ATACAACTGATCTGCAACGTCACGGGCCAGTTCACCGACCTTGTCTACTGGAAGTGGAATGGGTC
GGAAATTGAATGGGACGATCCAATCCTAGCCGAAGACTATCAGTTTTTGGAACACCCTTCAGCCA
AAAGAAAGTACACTCTCATTACAACACTTAACGTTTCAGAGGTCAAAAGCCAGTTTTATCGCTAT
CCGTTCATCTGCTTCGTTAAGAACACTCATATTCTGGAGACTGCACACGTACGGTTAGTATACCC
AGTTCCTGACTTCAAGAATTACCTCATCGGGGGCTTTGCCATCTTCACAGCTACAGCCGTGTTCT
GTGCTTGCATCTACAAAGTCTTCAAGGTTGATATAGTGCTTTGGTACAGGGACTCCTGCTCTGAT
TTTCTTCCCCCAAAAGCTTCAGATGGAAAGACCTATGATGCCTATGTTCTTTATCCCAAGACCTA
CGGAGAGGGATCCTTTGCATACTTGGATACTTTTGTGTTTAAGCTGTTGCCGGAGGTCTTGGAGG
GACAGTTTGGATACAAACTGTTCATTTGTGGAAGGGATGACTATGTTGGGGAAGATACCATCGAG
GTTACTAATGAAAACGTAAAGAGAAGCAGAAGGCTGATCATCATTTTAGTGAGAGATATGGGAAG
CTTCAGCTGTCTGGGCCAGTCATCTGAAGAGCAGATAGCAATATACGATGCCCTCATCCGGGAAG
GAATTAAAATCATCCTGCTCGAGTTGGAGAAAATCCAAGACTATGAGAAAATGCCAGAATCTATT
CAATTCATTAAGCAGAAGCATGGGGCCATTTGCTGGTCAGGAGACTTTAAAGAAAGACCGCAGTC
TGCCAAGACCAGGTTCTGGAAAAACTTAAGATACCAGATGCCAGCCCAACGGCGATCACCACTGT
CTAAACATCACTTACTAACCCTGGATCCTGTGCTGGACACTAAGGAGAAACTGCAGGCGGAGACA
CACTTACCACTTGGCTAG

O controle utilizado foi o mismatch, que corresponde a mesma sequéncia do
antisense exceto pela substituicdo de 6 bases (marcado em negrito): Mismatch: 5’ -
CAGTAACTTAATCTGCA - 3.

Antes da administracdo o ODN-AS foi liofilizado e reconstituido em solugédo NaCl
0,9% livre de nuclease a concentracdo 4 ug/uL. O ODN-AS ou o mismatch foram

administrados por via i.gl. (30 pug/5 pL) uma vez ao dia durante 4 dias consecutivos.
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3.5 Procedimento para retirada do ganglio da raiz dorsal

Ao final dos experimentos os animais foram anestesiados (Tiopental sédico, 50
mg/kg, i.p.) para a retirada do ganglio da raiz dorsal (GRD, L5). Os ratos foram
colocados em uma mesa cirdrgica propria para tricotomia da regido dorso-lombar,
seguida de assepsia e anti-sepsia da regi&o com povidine iodado. Posteriormente foi
feita a incisdo postero-mediana, seguida de abertura por planos até lamina éssea e feita
laminectomia para expor e visualizar o GRD de L5 na sua emergéncia. Depois de
retirados, os ganglios foram imediatamente congelados em gelo seco e estocados em -

70°C até o momento do uso.

3.6 Ensaio Imuno-enzimatico (ELISA)

A concentragéo de IL-1f foi determinada por ensaio imuno-enzimatico (ELISA),
conforme previamente descrito (TAKTAK; LEE, 1991; RAMOS et al., 2005; CUNHA et
al., 2005). Resumidamente, uma placa de microtitulacdo (96 pocos) foi recoberta e
incubada com o anticorpo anti-IL-18 (2 pg/mL) diluido em PBS durante 15-18 h a 4°C.
AplGs esse tempo de incubacédo, a placa foi lavada com PBS + 0,1% de Tween 20 e
bloqueada durante 1 h a temperatura ambiente com BSA 1%. Em seguida, a placa foi
lavada e incubada por 12 h a 4°C com as amostras e sua respectiva curva padrao
(diluicdes seriadas de base 2). Posteriormente, a placa foi lavada novamente e
incubada com o respectivo anticorpo biotinilado anti-IL-18 (1:1000) por 1 h a
temperatura ambiente. A placa foi lavada e 50 mL de avidina-HRP (1:5000; DAKO A/S,

Denmark) foi adicionado a cada poco. A placa foi novamente incubada por 30 min a
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temperatura ambiente, lavada, e adicionado 50 mL do substrato dihidrocloreto de 1,2
fenilenodiamina (ortofenileno diamina, OPD, 200 mg/mL: Sigma) diluido em tampao
fosfato contendo 0.4 mg/mL de H2O, 30%. Apds 15 minutos a reagao foi interrompida
pela adicdo de H,SO4 1M. A leitura sera realizada em espectrofotémetro ajustado para
o comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram expressos como picogramas
(pg) de IL-1B por GRD-L5, baseando-se na curva padrao para essa citocina.

Para a dosagem de IL-18 no ganglio da raiz dorsal (GRD-L5), as amostras
foram coletadas apds a administracao periférica de IL-1 (na 32 hora), carragenina (3% e
52 hora) ou CFA (62 e 122 hora), em tamp&o contendo inibidores de protease. Os grupos
tratados com salina tiveram seus GRDs-L5 retirados no mesmo tempo dos grupos
tratados com IL-1B, carragenina ou CFA. As amostras (n = 3 ganglios, L5) foram
trituradas com auxilio de um Polytron® (PT3100), centrifugadas (10 min, 4830 g, 4°C) e
0s sobrenadantes foram analisados seguindo o protocolo descrito por Cunha et al.,

(2005). O ensaio de ELISA baseou-se em Taktak; Lee (1991).

3.7 Western Blot

3.7.1 Extracao de Proteinas de Ganglios das Raizes Dorsais

Os animais que receberam o tratamento, por via i.gl., durante 4 dias
consecutivos com ODN-AS contra o receptor IL-1RI tiveram seus GRDs (L5, direito)
isolados, dissecados e imediatamente colocados em gelo seco e armazenados em
temperatura de -70°C até a realizagdo dos experimentos. Os ganglios foram

homogeneizados em homogenizador manual (Potter S — B. Braun Biotech International,
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USA) em tampao de lise constituido de PB 50 mM (pH 7,4), B-mercaptoethanol 5%,
Etilenodiaminatetracetato de Sodio (EDTA) 1 mM, SDS 1%, inibidor de protease 1%,
em banho de gelo. O homogenato foi centrifugado a 12000 g durante 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi entdo transferido para tubos de 1.5 mL e procedeu-se a
quantificacdo do total de proteinas pelo método colorimétrico Coomassie (Bradford)
Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, IL). Aliquotas dos homogenatos foram
armazanadas em freezer -70°C até serem utilizadas e a concentracao escolhida para a

proxima etapa foi a de 50 pg.

3.7.2 Eletroforese e ImunoBlot

Amostras do homogenato foram desnaturadas a 100°C durante 4 minutos. Em
seguida, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida (1.5 mm de espessura)
na presenca de SDS (SDS-PAGE) para separacao por eletroforese segundo Laemmli
(1970), utilizando-se o sistema Mini-Protean Il Eletrophoresis Cell (Bio-Rad). O gel de
separacao foi de acrilamida 12% p/v, bisacrilamida 0.3% p/v, Tris-HCI 0.375 M, pH 8.8 e
SDS 0.1% p/v. O gel de concentracao foi de acrilamida 4% p/v, bisacrilamida 0.3% p/v,
Tris-HCI 0.125 M, pH 6.8 e SDS 0.1% p/v. A corrida foi feita sob voltagem constante de
100 V, utilizando-se o tampao Tris-HCI 25 nM, pH 8.3, glicina 192 mM e SDS 0.1% p/v.

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (BA-S 83, NH 03431) utilizando-se o sistema de transferéncia Mini
TransBlot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Apds o fracionamento das proteinas,
o gel e a membrana de nitrocelulose foram incubados no tampéao de transferéncia

[glicina 192 mM, Tris-Base-HCI 25 mM, pH 8.3, 20% (v/v) de metanol e 0.1% (p/v) de
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SDS] por 30 minutos. Posteriormente foi montado o sistema para transferéncia
contendo esponja, dois pedagos de papel de filtro, o gel, a membrana, dois pedacos de
papel de filtro e finalmente mais uma esponja. As esponjas e os papéis de filtro foram
previamente umedecidos no tampao de transferéncia. A transferéncia foi realizada sob
voltagem constante de 100 V durante 1 hora e 40 minutos. As membranas foram
coradas com Ponceau 0.5% em TCA 3% para certificagdo de que houve transferéncia
de proteinas. Em seguida, as membranas foram lavadas com agua deionizada e o
bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos foi realizado com uma mistura de TBS-T
(100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8, 0.05% de Tween 20) contendo 5% (p/v) de leite
em po6 desnatado por 16 horas a 4°C sob agitacao continua. Em seguida, a membrana
foi lavada trés vezes de 5 minutos cada com TBS-t 0.05% e posteriormente incubada

por 16 horas a 4° com 0s seguintes anticorpos primarios:

- IL-1RI (Santa Cruz, CA — USA): IgG de Coelho. A titulacao foi de 1:1000.

- a-tubulina (Santa Cruz, CA — USA): IgG de Mouse. A titulacao foi de 1:1000.

Logo as membranas foram lavadas uma vez durante 15 minutos com TBS-T
0.05% e trés vezes durante 5 minutos cada e foram incubadas durante 30 minutos em

temperatura ambiente sob agitacao continua com os seguintes anticorpos secundarios:

- Anticorpo IgG de Cabra Anti-Coelho conjugado a peroxidase (Jackson
ImmunoResearch, PA — USA): A titulagéo foi de 1:10.000.
- Anticorpo IgG de cabra Anti-Mouse conjugado a peroxidase (Jackson

ImmunoResearch, PA — USA): A titulagéo foi de 1:10.000.
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ApoOs a incubagdo com os anticorpos secundarios, as membranas foram lavadas
uma vez durante 15 minutos com TBS-T 0.05% e trés vezes durante 5 minutos cada
para revelagdo por quimioluminescéncia. Para a revelagdo a membrana foi incubada
por 5 minutos a temperatura ambiente com a mistura das solu¢gdes A e B do kit de
quimioluminescéncia (ECL, Amersham Biosciences, Little Chalfont, U.K.) como descrito
no manual de instrucoes.

As membranas foram visualizadas em fotodocumentador (SYNGENE -
Cambridge, Reino Unido) sendo as imagens capturas com uma céamera digital
(SYNOPTICS) e do analisadas utilizando o “software” Gene link (SYNGENE).

Em todos os experimentos de Western Blot foi utilizado um padrdo de peso
molecular (Bio-Rad — Kaleidoscope Prestained Standards, Catalog 161-0324) com os

seguintes pesos:

Myosin Blue 197,211
B-galactosidase Magenta 125,275
Bovine serum albumin Green 83,426
Carbonic anhydrase Violet 37,095
Soybean trypsin inhibitor Orange 31,168
Lysozyme Red 17,154
Aprotinin Blue 6,990

Além disso, como controle negativo, as membranas foram expostas ao anticorpo
secundario, que variou de acordo com o experimento, sem a presenca do anticorpo

primario.
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3.8 Fluorescéncia

Os ratos receberam DAPI (marcador fluorescente para nucleos celulares, 10 uL),
salina (veiculo, 50 L), IL-1B (0,5 pg/50 pL), Carragenina (100 pg/50 pL) ou CFA (100
ML) por via intraplantar e apds 3 horas (os ratos que receberam DAPI (10 uL) foram
perfundidos 24 horas apds sua administracdo intraplantar), sob anestesia com
associagao de Xilazina (0,5 mg/kg) e Ketamina (20 mg/kg) na mesma seringa, os ratos
foram perfundidos com salina 0,9% seguido de paraformaldeido 4% (PFA) tamponado
com tampdo fosfato 0,1M. Foram usados aproximadamente 250 mL de cada solug¢ao
durante a perfusdo. Em seguida foi realizada cirurgia para extracdo do GRD ao nivel de
L5, os quais, depois de extraidos, foram armazenados em solucdo PFA 4% na
geladeira por aproximadamente 2 horas. Logo apds retirou-se a solucdo PFA,
adicionou-se solugédo de sacarose 30% e aguardou-se em média 48 horas até que os
GRDs sedimentassem. Os tecidos foram congelados em “optimal cutting temperature”
(OCT) e cortados em criostato (12 um). Antes do ensaio de fluorescéncia, as laminas
foram colocadas em estufa com vacuo por aproximadamente 2 horas, para melhor
adesdo dos cortes as laminas. As laminas relativas aos ratos que receberam DAPI
intraplantar, neste passo, foram montadas com PBS + Glicerol e avaliadas no
microscopio. Para as laminas relativas ao tratamento intraplantar com salina,
carragenina ou CFA, logo apés as mesmas serem retiradas da estufa com vacuo, foram
lavadas 2 vezes em PBS. As laminas foram submersas em PBS + glicina 0,1M por 30
minutos. Em seguida realizou-se o bloqueio e permeabilizagdo com PBS + BSA 2% e
triton X100 a 0,2% por 1 hora. O anticorpo primario foi incubado por 2 horas em

temperatura ambiente em PBS + BSA 1% + triton X100 0,1%. O anticorpo priméario foi
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diluido na seguinte proporcéo: IRAK-1 (1:200), IRAK-4 (1:200) e TRPV1 (1:500). Em
seguida as laminas foram lavadas com PBS + BSA 1%. Sequencialmente, as laminas
foram lavadas com PBS por 5 minutos, sendo este processo repetido 5 vezes. Antes de
incubar as laminas com o anticorpo secundario diluido na proporcao de: 1:400 (IRAK-1)
1:400 (IRAK-4), 1:400 (GFAP IgG Cabra), 1:2000 (GFAP 1gG Coelho) e 1:1000
(TRPV1) os mesmos foram centrifugados a 10000 RPM por 10 minutos. A incubagéo
dos anticorpos secundarios foi realizada em temperatura ambiente por 1 hora em PBS
contendo 1% de BSA. Em seguida as laminas foram lavadas, para retirar o excesso de
anticorpo secundario, por 5 vezes com PBS. Finalmente, as laminas foram montadas
com PBS + Glicerol. As imagens de marcacdo com o0s anticorpos secundarios
conjugados: Alexa 488 e Alexa 584 foram obtidas através de microscopia de

fluorescéncia (Leica IBM 6000).

Anticorpos Primdarios:

- Anticorpo contra COX-1 — policlonal em IgG de Cabra - Santa Cruz Biotechnology
(Oregon, USA);

- Anticorpo contra COX-2 — policlonal em IgG de Coelho — Cayman Chemical (Michigan,
USA);

- Anticorpo contra IRAK-1 — policlonal em IgG de Coelho — Santa Cruz Biotechnology
(Oregon, USA);

- Anticorpo IRAK-4 — policlonal em IgG de Cabra — Santa Cruz Biotechnology (Oregon,
USA)

- Anticorpo TRPV1 — policlonal em IgG de Cabra - Santa Cruz Biotechnology (Oregon,
USA)
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- Anticorpo GFAP — policlonal em IgG de Cabra - Santa Cruz Biotechnology (Oregon,
USA)

- Anticorpo GFAP — policlonal em IgG de Coelho — Dako (Carpinteria, CA, USA).

Anticorpos Secundarios:

- 4’-6-Diamidino-2-fenilin dol (DAPI) — Molecular Probes Califérnia (Oregon, USA).

- Anticorpo conjugado a Alexa 584 — anticorpo de jumento contra IgG de Cabra -
Invitrogen (Oregon, USA).

- Anticorpo conjugado a Alexa 488 — anticorpo de jumento contra IgG de Coelho -

Invitrogen (Oregon, USA).

3.9 Analise estatistica

Para determinar as diferencas (o nivel de significancia foi de p < 0,05) entre os
grupos estudados, utilizamos ANOVA de uma via ou teste-t ndo-pareado. A analise
estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do programa Graph Pad Prism 4.0
e os resultados foram representados como a média + erro padrao da média em grupos
de 5 ratos para os estudos comportamentais e grupos de 3 ratos nos estudos
bioquimicos. A andlise das curvas obtidas foi feita pelo teste de anélise de variancia
ANOVA de uma via seguido de Teste Bonferroni para as comparacées multiplas. As
imagens obtidas por microscopia foram transformadas e quantificadas usando o

software de dominio publico ImagedJ (NIH).
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4. RESULTADOS

4.1 Administracao de Carragenina ou Adjuvante Completo de Freund (CFA) no
tecido periférico induz aumento da concentracao de IL-18 no ganglio da raiz

dorsal

Para avaliar se o efeito da administragdo intraganglionar de IL-1P reflete ou nado
uma condigdo inflamatoria, Carragenina (Cg, 100 pg/50 uL - FERREIRA et al., 1993) ou
Adjuvante Completo de Freund (CFA, 100 pL - MA; WOOLF, 1996) foram administrados
no tecido periférico da pata de ratos e foram verificadas as concentra¢ées de IL-1 no
GRD apo6s a administragéo desses agentes inflamatoérios.

Como demonstrado na Figura 5, 3 horas apds a administragdo de Cg, nao houve
aumento significativo nas concentragdes de IL-18 no GRD comparado ao grupo-
controle, salina. Porém na 52 hora ap6s a administracdo de Cg (ALEY et al., 2000), foi
detectado aumento significativo nas concentracbes de IL-1B no GRD. Apéds a
administragao intraplantar de CFA, detectou-se aumento nas concentra¢des de IL-13 no

ganglio da raiz dorsal na 62 e 122 hora (SOIGNIER, et al., 2011, Figura 5).
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Figura 5: Concentracdo de IL-1B no GRD-L5 apdés a administracao intraplantar de
Carragenina (Cg) ou Adjuvante Completo de Freund - CFA. O GRD-L5 foi coletado na 32 e
5% hora e na 62 e 122 hora apds a administragéo i.pl. de carragenina (Cg - 100 pg/50 uL) ou
Adjuvante Completo de Freund CFA (CFA - 100 L), respectivamente. O grupo que recebeu
salina intraplantar teve o GRD-L5 coletado na 3% hora e a concentragdo de IL-1B foi
determinada por ensaio imuno-enzimatico (ELISA). As barras representam a média + epm de 5
animais por grupo. * indica diferenca (p<0.05) do grupo estimulado com Cg ou CFA e do grupo

estimulado com salina (Sal).
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4.2 Pré-tratamento com IL-1Ra (antagonista natural do receptor de IL-18) no
ganglio da raiz dorsal reduz a hiperalgesia mecanica induzida pela administracao

de CFA e carragenina no tecido periférico.

Ratos foram pré-tratados com IL-1Ra, antagonista natural do receptor de IL-18,
no GRD L5, nas doses de 6 e 20 ug (5 pL), 30 minutos antes da administragéo
intraplantar de Adjuvante Completo de Freund — CFA (100 uL - LEE et al., 2004; MA;
WOOLF, 1996; IGWE; NING, 1994). A hiperalgesia foi avaliada, em trés diferentes
tempos (1.5, 3 e 6 horas, LEE et al., 2004) apds a administracédo de CFA. Observou-se
que tanto a dose de 6 pug quanto a dose de 20 ug de IL-1Ra foram capazes de reduzir
significativamente a hiperalgesia mecanica induzida pela administracdo periférica de
CFA em todos os tempos medidos. A administracdo do veiculo (salina) ndo alterou o
limiar nociceptivo dos animais (Figura 6A).

Apenas a dose efetiva de 6 pg de IL-1Ra (LEE et al., 2004) foi utilizada nos
proximos experimentos.

Ratos foram tratados com IL-1Ra (6 pg/5 ulL, LEE et al, 2004)
intraganglionarmente e apdés 30 minutos a carragenina (Cg — 100 pg/100 pL -
FERREIRA et al., 1993) foi administrada na pata. Como observado na Figura 6B, a
hiperalgesia foi significativamente reduzida nos tempos de 3 e 5 horas (ALEY et. al,

2000) apds a administracao de Cg.
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Figura 6: Efeito do pré-tratamento intraganglionar com IL-1Ra (antagonista natural do
receptor de IL-1B) sobre a hiperalgesia mecanica aguda induzida pela administracao
intraplantar de CFA ou carragenina. O IL-1Ra (6 ou 20 pg) ou veiculo (salina) foram
administrados no GRD-L5, em volume de 5 uL, 30 minutos antes da administracao i.pl. de CFA
(100 pL) (painel A) ou carragenina (100 ug/100 uL) (painel B). A intensidade de hiperalgesia foi
avaliada na 1,52, 32 e 62 hora apds a administracdo de CFA e na 12, 32 e 52 hora apos a
administracdo de carragenina no teste de pressado crescente na pata de ratos (von Frey
eletrdnico). As barras representam a média £ epm de 5 animais por grupo. * indica diferenga
estatistica (p<0.001) entre os grupos pré-tratados com IL-1Ra (i.gl.) e os grupos pré-tratados
com veiculo (salina, i.gl.).
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4.3 Pré-tratamento com IL-1Ra no ganglio da raiz dorsal reduz a hiperalgesia
mecanica do tecido periférico induzida pela administracao de IL-1B no ganglio da

raiz dorsal.

Ratos foram tratados com IL-1Ra (6 pg/5 uL), por via intraganglionar, e apds 30
minutos IL-1B (0,5 pg — POOLE et al., 1995; FERREIRA et al., 1988) foi administrada
também no GRD-L5. A hiperalgesia mecanica foi avaliada na 3% hora apos
administragdo de IL-13. Como demonstrado na Figura 7, o IL-1Ra inibiu, em torno de
56%, a hiperalgesia mecanica induzida pela IL-1B no GRD-L5. A administragdo do

veiculo (salina) ndo alterou o limiar nociceptivo dos animais (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento intraganglionar (L5) com IL-1Ra sobre a hiperalgesia
mecanica induzida pela administracao intraganglionar de IL-1B. O IL-1Ra (6 pg) ou veiculo
(salina) foram administrados no GRD-L5, em volume de 5 pL, 30 minutos antes da
administracao i.gl. de IL-1B (0,5 pg/5 pL). A intensidade de hiperalgesia foi avaliada na 32 hora,
apds a administracao de IL-1pB (i.gl.), no teste de pressao crescente na pata de ratos (von Frey
eletrénico). As barras representam a média + epm de 5 animais por grupo. * indica diferenca
estatistica (p<0.0017) entre o grupo tratado com salina (i.gl.) — Salina (i.gl.) e o grupo tratado
com salina (i.gl.) — IL-1B (i.gl.).” indica diferencga estatistica (p<0.001) entre o grupo tratado com
Salina (i.gl.) — IL-1pB (i.gl.) e o grupo tratado com IL-1Ra (i.gl.) — IL-1p (i.gl.).
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4.4 Efeito do tratamento intraganglionar (L5) com antisense oligodeoxinucleotideo
(ODN-AS) contra o receptor de Interleucina-18 (IL-1RI) sobre a hiperalgesia
mecanica induzida pela administracao periférica de CFA, Carragenina, IL-18 ou

PGE:.

Para confirmar a importancia da ativagdo do receptor para IL-18 (IL-1RIl) no
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria do tecido periférico o GRD-L5 foi tratado
com oligodeoxinucleotideos antisense (ODN-AS) contra o receptor de IL-13 (IL-1RI). O
tratamento por via intraganglionar com ODN-AS (AS, 30 ug/5 uL/dia), mismatch (MIS,
30 pg/5 uyL/dia) ou salina (5 pL/dia) foi realizado durante 4 dias consecutivos (uma vez
ao dia). Quinze horas apods a ultima administracdo de salina, ODN-AS ou mismatch, os
animais receberam uma injecéo intraplantar de CFA (Figura 8A, 100 uL), Carragenina
(Figura 8B, 100 pg/50 pL), IL-1B (Figura 8C, 0,5 pg/50 pL) ou PGE; (Figura 8D, 100
ng/50 uL - FERREIRA et al., 1978). A hiperalgesia mecénica foi avaliada na 32 hora
apds a administracdo periférica dos estimulos nociceptivos através do von Frey
eletrénico. O tratamento i.gl. com ODN-AS contra IL-1RlI inibiu, de maneira significativa,
a resposta hiperalgésica induzida pela administracéo intraplantar de CFA (Figura 8A,
67 e 68%), Carragenina (Figura 8B, 74 e 73%) e IL-1B (Figura 8C, 63 e 61%), quando
comparado ao grupo pré-tratado com salina ou mismatch (respectivamente), mas nao
pela administracédo de PGE: (Figura 8D), quando comparado aos grupos tratados com

salina ou mismatch.



Resultados 43

O ODN-AS, mas ndao ODN-mismatch, reduziu significativamente a expressao da
proteina IL-1RI (80 kDa) (Figura 8E e 8F) no GRD-L5, analisada pela técnica de

Western Blot, utilizando a expressao de a-tubulina (50 kDa) como controle.



Resultados 44

Il Salina
B Mismatch (30 pg) 5 ul/i.gl. (4 dias)
[ JOND-AS IL-1RI (30 pg)
A B
30 30+

Intensidade de Hiperalgesia
(A do limiar, g)
Intensidade de Hiperalgesia
(A do limiar, g)

CFA 100 plL/pata Carragenina 100 ug/pata
C D
30- 30-
© ©
& 254 8 254
2 g_
g © 204 g ' 204
T8 T 8
g E 157 g E 157
o o
g 5 g 5
oo , - o .
IL-1B 0,5 pg/pata PGE, 100 ng/pata
E F
1.00+
AS MIS a X
:g 0.75- 1
5 80 kDa 3
IL=1RI ‘ N < 050
[0)
3
] i B 0.254
a-tubuling. i A— 5O :
0.00-
AS (IL-1RI)

Figura 8. Efeito do tratamento intraganglionar (L5) com antisense oligodeoxinucleotideo
(ODN-AS) contra IL-1RI sobre a hiperalgesia mecéanica induzida pela injecao intraplantar
de CFA, Carragenina, IL-18 ou PGE,. Salina, ODN-AS contra IL-1RI (AS, 30 pg) ou mismatch
(MIS, 30 pg) foram administrados no GRD-L5 durante 4 dias consecutivos, uma vez ao dia, em
volume de 5 L. Quinze horas apés a ultima administracdo de salina, ODN-AS ou mismatch, os
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animais foram tratados com CFA (100 uL, painel A), Carragenina (100 ug/50 uL, painel B), IL-
18 (0,5 pg/50 uL, painel C) ou PGE, (100 ng/ 50 uL, painel D) na pata direita traseira. Na
terceira hora apo6s os estimulos inflamatérios o limiar nociceptivo mecénico foi avaliado através
do von Frey eletronico. As barras representam a média + epm de 5 animais por grupo. * indica
diferenca estatistica (p<0.05) entre o grupo tratado com ODN-AS contra IL-1RI e os grupos
tratados com salina ou mismatch (one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni). Os
GRDs-L5 (que receberam o tratamento com ODN-AS ou mismatch) desses animais foram
retirados e a expresséo de IL-1RI (80 kDa), em 50 pug dessa amostra, foi avaliada (painel E) e
quantificada (painel F) tendo como controle a expressdo de a-tubulina (50 kDa). * indica
diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo tratado com ODN-AS contra IL-1RI e o grupo
tratado com mismatch (“unpaired t-test”).
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4.5 Importéancia da ativacao do receptor neuronal IL-1RI do tecido periférico para a

hiperalgesia inflamatoria.

Araldi et al., (2007) demonstraram que a liberacao de IL-1B no tecido periférico
leva a liberacdo de Prostaglandinas (PGs) as quais sensibilizam os Neurdnios
Nociceptivos Primarios (NNPs) por agirem diretamente em receptores EP neuronais. O
tratamento intraganglionar com ODN-AS contra o receptor IL-1RI inibiu a hiperalgesia
induzida por CFA, Carragenina e IL-13, mas ndo PGE,, administrados na pata (ver
Figura 8). Estes dados sugerem que a ativagdo do receptor IL-1RI neuronal no tecido
periférico tenha papel fundamental na hiperalgesia induzida por agentes inflamatorios,
0s quais liberam IL-1B. Para testar esta hipotese, IL-18 (0,5 pg/50 pL) foi co-
administrada com a dose sub-limiar de PGE, (10 ng/pata) em ratos pré-tratados (30
min.) com indometacina (100 pug/50 uL - FERREIRA et al., 1993) na pata. Este dado
demonstra que a ativacao do receptor IL-1Rl pela IL-13, embora n&o sensibilize os NNP
por si sO, € fundamental para o desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela
prostaglandina liberada endégenamente durante a inflamacao do tecido periférico
(“priming” hiperalgésico). Como podemos observar na Figura 9 (barras pretas), o preé-
tratamento i.pl. com indometacina (Indo, 100 pg/50 pL) foi capaz de inibir
significativamente a hiperalgesia induzida pela IL-18 (0,5 pg/50 pL) intraplantar, mas

nao a co-administracao de IL-1B (0,5 pg) e a dose sub-limiar de PGE> (10 ng/pata).



Resultados 47

4.6 Importancia da liberacao de prostaglandinas no GRD no desenvolvimento do

“priming” hiperalgésico.

De modo semelhante a agcédo da IL-1B como mediador inflamatério do tecido
periférico, com a fungdo de neuromodulacdo no GRD, a IL-1p também induz a liberagéo
de prostaglandinas. A administracdo de indometacina (Indo, 100 ug/5 pL, ARALDI et
al., 2007) no GRD-L5 preveniu completamente o desenvolvimento do “priming”
hiperalgésico induzido pela IL-18 no tecido periférico (Figura 9, barras brancas).
Também demonstramos que a indometacina (20 mg/kg), administrada por via
intraperitoneal (i.p.) (Figura 9, barra cinza) reduziu, significativamente o “priming’
hiperalgésico, devido ao fato que, quando administramos uma droga, sistemicamente,
essa também tem acdo no GRD. A hiperalgesia foi avaliada na 32 hora ap6s a co-
administragcdo de IL-18 e 10 ng de PGE; (dose sub-limiar) através do von Frey

eletronico.
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Figura 9. Efeito da administracao de indometacina sobre o “priming” hiperalgésico.
Indometacina (Indo, i.pl. 100 ug/50 pL, i.p.; 25 mg/kg or i.gl.; 100 ug/5 uL), seu veiculo Tris-HCI
(Tris, 5 pL) ou salina (Sal, 50 pyL) foram administrados 30 min antes da injecao intraplantar de
IL-18 (0.5 pg/25 pL), PGE;, (10 ng/25 pL) ou a combinagcdo PGE, (10 ng) + IL-1B (0.5 pg). A
medida do limiar de retirada de pata a estimulagdo mecanica foi realizada na 32 hora no teste
de pressao crescente na pata de ratos (von Frey eletronico). As barras representam a média +
epm de 5 animais por grupo. * indica p<0,05 em relacéo aos grupos salina+IL-18 e Indo (i.pl.) +
IL-1B. * indica p<0,001 em relagéo aos grupos Indo (i.p) + PGE.+IL-13 e PGE,+IL-1B. ** indica
p<0,001 em relagdo aos grupos Indo (i.gl.) +PGE,+IL-1B, Tris (i.gl.) + PGE.+IL-13 e PGE+IL-1
(one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni).
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4.7 Importancia da ativacao dos receptores IL-1Rl do GRD para o “priming”

hiperalgésico.

Para testarmos a hipdtese que além da ativagéo dos receptores IL-1RI neuronais
do tecido periférico, a ativacdo dos receptores IL-1RI do GRD sao importantes para o
“priming” hiperalgésico, ratos foram tratados com ODN-AS contra IL-1RI (30 pg/5
pL/dia, durante 4 dias) ou IL-1Ra (6 ug/5 yL) no GRD-L5.

GRD-L5 foram tratados com ODN-AS contra IL-1RI (AS, 30 pg/5 ulL/dia),
mismatch (Mis, 30 pg/5 plL/dia) ou salina (5 pL/dia) durante 4 dias consecutivos (uma
vez ao dia). Quinze horas apds a ultima administragéo de salina, ODN-AS ou mismatch,
0s animais receberam uma inje¢ao intraplantar de indometacina (100 ug/50 pL) e apés
30 minutos os ratos receberam, na mesma pata, a administracdo concomitante de
PGE, (10 ng) e IL-1B (0,5 pg/50 pL). Na 32 hora apds a administragdo dos estimulos
inflamatérios, a hiperalgesia mecéanica foi avaliada através do von Frey eletrdnico.
Observamos, na Figura 10, que o ODN-AS contra o receptor IL-1Rl, inibiu
significativamente (em torno de 74%) o “priming” hiperalgésico.

Outro grupo, foi pré-tratado diretamente no GRD-L5 com IL-1Ra (6 ug/5 L) ou
salina (5 pL) e apds 30 min, as patas desses animais foram tratadas com indometacina
(100 pg/50 pL), recebendo, as mesmas, apoés 30 min, a administracdo concomitante de
PGE. (10 ng) e IL-1B (0,5 pg/50 pL). O antagonista de receptor de IL-13 (IL-1Ra) foi
capaz de inibir, significativamente (em torno de 45%), o “priming” hiperalgésico induzido

pela IL-1B do tecido periférico (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do pré-tratamento intraganglionar com IL-1Ra ou ODN-AS contra IL-1RI
sobre o “priming” hiperalgésico. Salina (Sal, 5 uL), ODN-AS contra IL-1RI (AS, 30 ug/5 pL)
ou mismatch (Mis, 30 pg/5 pL) foram administrados no GRD-L5 durante 4 dias consecutivos,
uma vez ao dia, em volume de 5 yL. Quinze horas apds a ultima administragéo de salina, ODN-
AS ou mismatch, os animais foram tratados, por via i.pl., com indometacina (Indo, 100 ug/50 uL)
e, apos 30 min, os mesmos receberam a administracao intraplantar de PGE, (10 ng)+IL-1B (0,5
pg/50 pL). Outro grupo de ratos, foi pré-tratado, por via intraganglionar, com IL-1Ra (6 pg/5 uL)
ou Salina (Sal, 5 yL) e ap6s 30 min foi administrado, por via i.pl., Indo (100 pug/50 pL) e apos 30
min, através da mesma via, foi co-administrado PGE, (10 ng)+IL-1B (0,5 pg/50 pL). Na terceira
hora apds os estimulos (PGE, (10 ng)+IL-1B (0,5 pg/50 uL)) o limiar nociceptivo mecanico foi
avaliado através do von Frey eletrénico. As barras representam a média + epm de 5 animais por
grupo. * indica diferenca estatistica (p<0,05, one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni)
entre o grupo tratado com ODN-AS contra IL-1RI e os grupos tratados com salina (sal) ou
mismatch (Mis). * indica diferenca estatistica (p<0,05, unpaired t-test) entre o grupo tratado com
IL-1Ra e o grupo tratado com Salina (Sal).
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4.8 Carragenina ou CFA administrados no tecido periférico aumentam a
expressao da proteina IRAK-1 nas células neuronais do GRD-L5 e a marcacéao

com GFAP confirma a presenta desta proteina em células satélites

A via de sinalizagao da IL-1B inclui a ativagdo da Quinase Associada ao Receptor
de IL-1 (IRAK), sendo assim, este experimento teve como objetivo pesquisar qual ou
quais células estariam envolvidas na ag¢do da IL-1B8 liberada no GRD durante
inflamacgéo do tecido periférico.

Como mostrado na Figura 11, a administracdo de carragenina ou CFA na pata
de ratos aumentou a expressdo de IRAK-1 em células neuronais do GRD-L5 que
expressam TRPV-1. Este dado sugere que a IL-1 ativa os receptores IL-1R1 das fibras
C.

A expressdo de IRAK-1 em células satélites também foi confirmada através da
marcacao com GFAP (marcador de células gliais) em ratos que tiveram a pata tratada

com carragenina (Figura 12 - K, Le M).



Resultados 52

IRAK-1 TRPV1

Sal (i.pl.)

Cg (i.pl.)

CFA (i.pl)

J
IRAK-1
40 *
3 -
c 354 *
@
@ 30
o
S 25
<
%5 204
§ 154
S 104
2
g 91
C
= o
Sal Cg CFA

Figura 11. Efeito da administracao intraplantar de Salina, Carragenina ou CFA sobre a
expressao de IRAK-1 em células do GRD-L5. Painéis A, B e C, representam o tratamento
intraplantar com salina (50 pL) (painel A — marcacao para IRAK-1, painel B — marcacao para
TRPV1 e painel C — sobreposicao). Painéis D, E e F representam o tratamento intraplantar com
Carragenina (100 pg/50 pL) (painel D — marcagédo para IRAK-1, painel E — marcacao para
TRPV1 e painel F — sobreposicao). Painéis G, H e | representam o tratamento intraplantar com
CFA (100 pL) (painel G — marcagao para IRAK-1, painel H — marcagao para TRPV1 e painel | —
sobreposicdo). O grafico (J) apresentado representa a diferenca de intensidade de
fluorescéncia entre os neur6nios dos GRDs (L5). Dados estdo expressos como média + EPM
de 10 neurbnios por lamina, 3 ratos para cada grupo. * indica diferenca estatistica (p<0,017,
unpaired t-test). Escala de 50 um e aumento de 20x.
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IRAK-1 GFAP

Figura 12. Efeito da administracao intraplantar de carragenina sobre a expressao de
IRAK-1 em células satélites. Os painéis K e L representam o tratamento intraplantar com
carragenina (100 pg/50 pl) (painel K — marcagéo para IRAK-1, painel L — marcagéo para
GFAP e painel M — sobreposigao). As setas brancas no painel M demonstram a sobreposi¢éo
da marcacéao para IRAK-1 e GFAP. Escala de 50 um e aumento de 20x.
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4.9 Carragenina administrada no tecido periférico aumenta a expressao da
proteina IRAK-4 nas células neuronais do GRD-L5 e a marcacao com GFAP

confirma a presenta desta proteina em células satélites

Como descrito no item 4.9, este experimento teve como objetivo verificar se a
proteina IRAK-4 é expressa nas células do GRD que estariam envolvidas na acdo da
IL-18 liberada no GRD durante a inflamacéao do tecido periférico.

Como mostrado na Figura 13, a administracdo de carragenina na pata de ratos
aumentou a expressdo de IRAK-4 em células presentes no GRD-L5 sendo estas
células satélites do GRD-L5 e células neuronais.

A expressdo de IRAK-4 em células nociceptivas foi confirmada através da
marcacao com TRPV1 em cortes de GRD-L5 de ratos que tiveram a pata tratada com
Carragenina (Figura 14 — G e H). Através deste dado podemos sugerir que a IL-13

ativa os receptores IL-1R1 das fibras C.
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Figura 13. Efeito da administracao intraplantar de Salina ou Carragenina sobre a
expressao de IRAK-4 em células do GRD-L5. Painéis A, B e C, representam o tratamento
intraplantar com salina (50 pL) (painel A — marcagao para IRAK-4, painel B — marcacao para
GFAP e painel C — sobreposicao). Painéis D, E e F representam o tratamento intraplantar com
Carragenina (100 pg/50 pL) (painel D — marcagédo para IRAK-4, painel E — marcacao para
GFAP e painel F — sobreposi¢do). As setas brancas indicam a sobreposi¢cao da expressao de
IRAK-4 e GFAP. Escala de 50 pm e aumento de 20x.

IRAK-4

Figura 14. Efeito da administracao intraplantar de Carragenina sobre a expressao de
IRAK-4 em células TRPV1 positivas. Os painéis G e H representam o tratamento intraplantar
com Carragenina (Cg, 100 pg/50uL) (painel G — marcacao para IRAK-4 e painel H — marcagéao
para TRPV1). As setas brancas indicam que a IRAK-4 é expressa nas mesmas células que
expressam TRPV1. Escala de 50 um e aumento de 20x.
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4.10 Inflamacao do tecido periférico aumenta a expressao de COX-2 em fibras

nociceptivas tipo C via liberacao de IL-18 no GRD.

Para demonstrar que a IL-1B liberada no GRD durante inflamacdo do tecido
periférico induz a sintese de prostaglandinas no GRD associada ao desenvolvimento da
hiperalgesia inflamatoria, antagonista natural do receptor de IL-18 (IL-1Ra, 6 pg/5 yL)
foi administrado no GRD-L5 30 minutos antes dos agentes inflamatérios Carragenina
(100 pg/50 pL) ou CFA (100 pL) serem administrados na pata de ratos. Apos 3 horas os
GRDs-L5 foram retirados para analise da expressédo de COX-2. O pré-tratamento
com IL-1Ra no DRG-L5, reduziu significativamente a expressdo de COX-2, apds o
respectivo campo periférico ter recebido Cg (Figura 15, painel D) ou CFA (Figura 16,
painel D) quando comparados ao grupo controle. A co-expressdao da COX-2 com
células TRPV1" sugere que o aumento da sintese de prostaglandinas ocorre sobretudo

em fibras tipo C (Figura 15 e 16, painéis Ce F).
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Figura 15. Efeito do pré-tratamento intraganglionar de IL-1Ra sobre a administracao
intraplantar de Carragenina sobre a expressao de COX-2 em células do GRD-L5. Painéis A
e D, representam o pré-tratamento intraganglionar com salina (painel A, 5 pL) ou IL-1Ra
(painel D, 6 pg/5 uL) 30 minutos antes da administragao intraplantar de Cg (100 pg/50 yL) e a
marcacao para COX-2 nas células do GRD-L5. Painéis B e D representam a marcacao para
TRPV-1 e os painéis C e F representam a sobreposicao. O grafico G representa a diferenca de
intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias) entre os neurbnios dos GRDs (L5). Dados
estdo expressos como média £ EPM de 10 neurdnios por lamina, 3 ratos por grupo. * indica
diferenca estatistica (p<0,01, teste-t ndo-pareado). Escala de 50 um e aumento de 20x.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento no GRD-L5 com IL-1Ra sobre a expressao de COX-2
em células do GRD de ratos que receberam CFA na pata. Painéis A e D, representam o pré-
tratamento intraganglionar com salina (painel A, 5 puL) ou IL-1Ra (painel D, 6 pg/5 pL) 30
minutos antes da administragao intraplantar de CFA (100 pL/i.pl.) e a marcacédo para COX-2
nas células do GRD-L5. Painéis B e D representam a marcacao para TRPV-1 e os painéis C e
F representam a sobreposicdo. O grafico (G) apresentado representa a diferenca de
intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias) entre os neurénios dos GRDs (L5). Dados
estdo expressos como média + EPM de 10 neurdnios por lamina, 3 ratos para cada grupo.
* indica diferenca estatistica (p<0,01, unpaired t-test). Escala de 50 um e aumento de 20x.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem a participacao da IL-13 produzida
no ganglio da raiz dorsal (GRD) no estabelecimento da hiperalgesia inflamatoria.

A sensibilizagdo dos nociceptores € um fator preponderante para a instalagao da
hiperalgesia inflamatéria. As PGs sdo produzidas pela agdo da enzima ciclooxigenase
(COX) sobre o acido araquiddnico, cuja ativacao ocorre por estimulos mecanicos,
quimicos ou infecciosos (FERREIRA; VANE, 1967). As prostaglandinas (principalmente
as da série E), assim como as aminas simpatomiméticas, sensibilizam diretamente os
nociceptores, sendo que varios estimulos sdo capazes de induzir a liberagcdo desses
mediadores, porém a liberagdo de prostaglandinas parece estar diretamente
relacionada a liberacdo de IL-18 durante os processos inflamatérios do tecido periférico
(revisado por POOLE et al.,, 1999). Perifericamente, a IL-1B induz hiperalgesia
inflamatoria pela ativagcdo da enzima ciclooxigenase (COX) e consequente producao de
prostaglandinas (PGs) (FERREIRA et al.,, 1988). Entretanto, h4 dados na literatura
demonstrando que a administracdo central dessa citocina pode induzir efeito
nociceptivo (OKA et al., 1993; FALCHI et al., 2001; REEVE et al., 2000).

A primeira indicacéo do efeito hiperalgésico da IL-1 foi demonstrada por Ferreira
et al., (1988). A administracdo no tecido periférico de IL-1B induz hiperalgesia mecanica
em patas de ratos, que é prevenida por inibidores de COX, como indometacina. Além
disso, utilizando anticorpo anti-IL-1B foi demonstrado que ocorre redugdo na
hiperalgesia induzida pela administracdo de carragenina (Cg) em pata de ratos. Desta

maneira, parece nao restar duvidas de que a ativacdo da IL-1B € importante no



Discusséo 60

estabelecimento da dor inflamatoria por induzir a liberagao de prostaglandinas (revisado
por POOLE et al, 1999). Embora a administracdo exdégena de PGE, induza
hiperalgesia semelhante em termos de magnitude e tempo de resposta, aquela induzida
por carragenina, a dose necessaria para isso (100 ng) € provavelmente centenas de
vezes maior que a liberada endogenamente apds a administragdo de carragenina.
Mesmo considerando que a carragenina induz a liberacdo tanto de prostaglandinas
quanto de aminas simpatéticas, pelo fato da PGE, ser exatamente a mesma molécula
que a liberada no sitio da inflamacéo, se levarmos em consideragcdo a dose é
improvavel que a administragcdo exdgena de PGE, mimetize a hiperalgesia induzida por
agentes inflamatérios.

Mais recentemente (FUNEZ et al., 2008), demonstraram que a administracao
central (por via i.t.) de IL-1B também induz hiperalgesia mecéanica, a qual € mediada por
PGs. Além disso, também foi demonstrado, pelos mesmos autores, que o pré-
tratamento local com indometacina ou morfina na pata inibe, somente na pata
ipsilateral, a hiperalgesia mecénica induzida pela administracao intratecal de IL-1p.
Estes dados foram interpretados como sendo exemplo de uma atividade da
indometacina distante do seu sitio de injecéo, sugerindo que a mesma via NAP iniba a
COX neuronal no GRD, impedindo a liberacao de prostaglandinas no terminal central
do NAP. Apesar da especializagdo funcional que existe nos terminais, durante um
processo inflamatério esta célula poderia responder como uma unidade integrada, o
que explicaria a inibicao periférica da sensibilizacao induzida por um estimulo central.
Outra possibilidade, ainda, seria a de que as PGs poderiam ser liberadas pelo proprio
NAP e, atuando de maneira autdcrina, levar a sensibilizacdo dos nociceptores a

estimulos mecanicos.
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Os dados obtidos neste trabalho demonstram que a liberagao enddgena de IL-13
no GRD participa da hiperalgesia inflamatéria. Embora nao restem duvidas que a IL1-B
liberada no tecido periférico atue como um mediador inflamatério e induz também
migracdo de PMN, a IL-1B liberada no GRD parece estar relacionada mais com
atividade neuromodulatéria participando da sensibilizacdo dos NNPs. Deste modo
experimentos realizados previamente demonstraram que a administracao de IL-1 no
GRD induzir hiperalgesia, porém nao induziu aumento de neutréfilos no GRD (ARALDI
et al., 2007). De modo semelhante, a administracdo na pata de carragenina ou CFA
embora induza hiperalgesia e liberagédo de IL-18 no GRD, ndo induziu migragao de
neutrofilos para este tecido. Trabalhos realizados por outros grupos também
observaram aumento de IL-18 no GRD e na medula espinal apds injuria do nervo
periférico (BARTHOLDI; SCHWAB, 1997; DELEO et al.,, 1997; LI et al., 2005). De
maneira semelhante ao GRD, a administragdo de IL-18 no espago sub-aracndide
(intratecal) também induz hiperalgesia (REEVE et al., 2000). Porém € interessante
ressaltar que tem sido demonstrado que administracdes intratecais promovem a difusao
de drogas tanto para as células da medula espinal quanto para as células do GRD
(FERRARI et al., 2007).

Embora alguns autores tenham sugerido que o0 aumento da concentragao de IL-
18 no GRD pode estar relacionada com uma possivel migracao neutrofilica para este
tecido (THACKER et al., 2007), nossos dados apontam para uma possivel liberacao
desta citocina por células residentes do GRD, neur6nios ou células satélites, uma vez
que dados do nosso grupo de pesquisa nao demonstraram aumento de MPO no GRD
apos inducao de inflamacéao no tecido periférico, seja por carragenina, seja por CFA

(dados nao publicados).
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Estes dados embora tenham sido obtidos com tratamentos via intratecal, sdo
bastante semelhantes com os obtidos em nosso trabalho. Outros trabalhos também tém
mostrado que a expressao de IL-1 na medula espinal poderia estar relacionada com a
sensibilizacdo neuronal e hiperalgesia (FALCHI et al., 2001; REEVE et al., 2000; SUNG
et al., 2004). De maneira oposta, o bloqueio da acdo da IL-18 na medula espinal por
anticorpos ou com o antagonista do receptor para IL-1 (IL-1Ra), previne e/ou reverte a
hiperalgesia e a alodinia induzidas pela inflamacéo periférica (SAMAD et al., 2001;
TADANO et al.,, 1999) e reduz os niveis de RNAm para COX-2 espinal apds
administragao periférica de CFA (SAMAD et al., 2001).

Para demonstrar a participagédo da IL-1B8 do GRD na hiperalgesia inflamatéria do
tecido periférico utilizamos duas estratégias: 1°) administracdo ganglionar (no GRD-L5);
e 2°) andlise das proteinas envolvidas na sinalizacao intracelular do receptor IL-1R1 em
células do GRD. Com relagdo a administragédo intraganglionar no GRD-L5 uma critica
que poderia ser feita é o fato de tanto o GRD-L5 quanto o GRD-L4 compartilharem do
mesmo campo somestésico periférico, embora nossos dados demonstrem que a
administracdo de indometacina apenas no GRD-L5 é suficiente para inibir
completamente a hiperalgesia induzida por IL-1p na pata. Esta aparente contradigédo
pode ser explicada pelo fato dos neurénios oriundos do GRD-L5 e GRD-L4 convergirem
para um mesmo neurbnio secundario, provavelmente do tipo WDR (TAKAHASHI;
NAKAJIMA, 1996). Com o objetivo de demonstrar que a inibicdo da hiperalgesia na
pata, pela administracdo de indometacina apenas no GRD-L5, esta relacionada, pelo
menos em parte, com esta provavel convergéncia neuronal na medula espinal,
iniciamos uma série de experimentos. Neste trabalho descrevemos um experimento

demonstrando que a administracdo de lidocaina 2% no GRD-L5 eleva
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significativamente o limiar nociceptivo no campo periférico onde administramos nossos
estimulos inflamatérios. Também demonstramos que multiplas administragdes de
lidocaina 2% no GRD-L5 ndo alteram o limiar de resposta nociceptivo mecanico
mostrando que este procedimento ndo provoca lesbes significativas nas células do
GRD.

Outro recurso utilizado neste trabalho foi a administragéao intraganglionar de ODN
antisense contra IL-1RIl. Este tratamento permitiu diminuir a expressdo desta proteina
apenas no NAP e em células satélites, preservando a expressao nas células residentes
do tecido periférico. Com este recurso podemos demonstrar o papel da ativagdo dos
receptores IL-1Rl neuronais na hiperalgesia inflamatoria. Estando de acordo, nosso
resultado demonstra que o receptor IL-1RI é importante para o estabelecimento da
hiperalgesia inflamatoria, ja que o tratamento, por via ganglionar, com ODN-AS contra o
receptor IL-1RI reduziu a instalacdo da hiperalgesia mecanica induzida por CFA,
Carragenina, IL-1B, mas nao pela PGE.. Esse nosso dado pode ser reforcado por Song
et al., (2009) onde eles observaram que a administracdo de ODN-AS contra IL-1RlI, por
via intratecal, apresenta um efeito significativo, anti-hiperalgésico em ratos com dor
inflamatéria, sugerindo que a IL-1B enddégena no medula espinal participa da
hiperalgesia térmica induzida por carragenina.

Também podemos observar que a inibicdo da expressao de proteina IL-1RI foi
inferior a inibicdo da hiperalgesia demonstrada. Contudo, é importante ressaltar que
tem sido sugerido que a diminuicdo da expressao protéica no GRD por acdo de ODN
antisense induz uma significativa diminuigéo do trafego desta proteina para os terminais
neuronais no tecido periférico (PARADA et al., 2003). Isto faz que a quantidade de

proteina expressa nos terminais nociceptivos podem ser bem inferiores que as
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expressas no GRD. O fato de termos utilizado ODN-AS nao-modificado, cuja alta
susceptibilidade a degradacao por nucleases esta vastamente descrita na literatura, no
sistema nervoso (no GRD) os ODN-ASs nao-modificados sao estaveis o suficiente para
produzir o efeito de knock-down (STONE; VULCHANOVA, 2003; PARADA et al., 2003),
inferior quando comparado ao efeito observado no tecido periférico. Isto provavelmente
ocorre em funcao da reduzida atividade de nucleases no SNC quando comparado aos
tecidos periféricos ou ao sangue (STONE; VULCHANOVA, 2003).

Embora os dados deste trabalho sugiram fortemente que o receptor IL-1RI é
importante no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria, o fato do ODN-AS diminuir
a expressao de IL-1RI tanto no GRD, quanto nos terminais periféricos e centrais, nao
exclui a possibilidade da ativagdo dos receptores IL-1RI nos terminais centrais fossem
importantes para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria. Contudo, nédo esta
claro se receptores pré-sinaptico de IL-1B teriam alguma participagcdo retrégrada na
hiperalgesia. O fato do tratamento com ODN antisense ter sido feito no GRD e néo por
via intratecal (SONG et al., 2009) exclui a possibilidade de diminuicao dos receptores
nos neurdnios secundarios. Para investigar a importancia da ativacdo de IL-1RI no
GRD, além da administragéo intraganglionar de IL-1Ra, também verificamos a ativagéo
de IRAK-1 e IRAK-4 que tém sido descritas como participar da sinalizacao intracelular
deste receptor.

A via de sinalizacdo da IL-1B compreende a ativagdo de diferentes proteinas
apos a sua ligacao ao receptor do tipo | (IL-1Rl). Este complexo, que inclui a proteina
acessoria do receptor de IL-1 (ILRAcP), recruta uma molécula adaptadora, a MyD88,
qgue entdo se liga a quinase associada ao receptor de IL-1 (IRAK). Até o momento

foram identificados 4 membros desta familia de quinases: duas ativas, a IRAK-1 e
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IRAK-4 e duas inativas, a IRAK-2 e IRAK-M. A primeira desta familia, IRAK-1 foi
clonada por Cao et al. (1996), e estes mesmos autores demonstraram que sua ativagao
ocorria no complexo IL-1R-IL-1RAcP-MyD88. Uma vez ativada, a IRAK-1 deixa o
complexo receptor de IL-1 e interage com o adaptador TRAF6, que entdo leva a
ativacdo de duas principais vias de sinalizacdo da IL-1: as MAPK e o fator de
transcricdo NF-kB. Deste modo, a expressao de IRAK-1 e IRAK-4 sinaliza a ativagcao
do receptor de IL-1B. Neste sentido, utilizamos a expressao destas proteinas no método
de fluorescéncia para tentarmos identificar as células envolvidas na ativacédo da IL-1B e
consequente aumento da sintese e liberacdo da COX-2 envolvida no desenvolvimento
da hiperalgesia inflamatoria do tecido periférico.

Dados apresentados neste trabalho demonstram que embora a expressao da
IRAK-1e IRAK-4 nos neurdnios sensoriais seja mais evidente, existe marcagdo para
estas proteinas nas células satélites. O papel da ativagdo de receptores IL-1RI nestas
células, ainda nao esta bem esclarecido, porém tem sido demonstrado que ambas IL-
1Rl e IL-1B, coexistem em neurbnios sensoriais e células da glia de ratos normais
(controles) tratados com salina. A expressao combinada de IL-1B e o receptor tipo | (IL-
1RI) sugerem uma sinalizagdo autdcrina ou paracrina da IL-1 em neur6nios sensoriais
do ganglio da raiz dorsal (LI et al. 2005). Uma possivel explicacdo para estes dados
seria a ativacdao do receptor neuronal (TRPV-1 positivos) envolvida na sintese de
prostaglandinas e a ativacédo dos receptores IL-1RI envolvidos no controle da liberacéao
de IL-1PB (retroalimentagédo negativa). Outro trabalho demonstrou através de RT-PCR e
hibridizacao in situ a expresséo de IL-1RI, mas ndo de IL-1RIl, em neurénios, ao invés
de em torno das células satélites presentes nos ganglios da raiz dorsal de ratos

(OBREJA et al.,, 2002), o que estd de acordo com nossos dados. Os presentes
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resultados demonstram que a expressdo das proteinas IRAK-1 e IRAK-4 ¢é
majoritariamente em células neuronais, embora vimos a ativagdo destas proteinas em
células ndo-neuronais, o que também esta de acordo com Obreja et. al. (2002).

Parece nao restar duvidas que a ativagdo de IL-1Rl no tecido periférico é
importante para o desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoria, por induzir a liberagcao
de prostaglandinas. Contudo, os dados deste trabalho sugerem que além da ativagéo
dos receptores IL-1RIl no GRD, a ativacdo destes nos terminais nociceptivos periféricos
também poderia participar do desenvolvimento da hiperalgesia inflamatoéria.

Parada et al., (2003) visando entender melhor as mudangas na biologia das
células de fibras nervosas nociceptivas que contribuem para os sintomas da dor
patolégica, demonstrou que a ativagdo de alguns receptores neuronais, tal como o
TNFRI, embora ndo induzam hiperalgesia, aumentam a susceptibilidade destes para
mediadores hiperalgésicos, como a PGE,. Este fenbmeno foi originalmente descrito
como “priming” hiperalgésico. Embora a ativagdo de TNFRI induza um “priming’
hiperalgésico tardio e que se prolonga por semanas, neste trabalho verificamos se a
ativacdo de IL-1RI induz um “priming” hiperalgésico agudo que promove o0
desenvolvimento da hiperalgesia inflamatéria. Neste “priming" agudo, a IL-1 (0,5 pg/50
ML) foi co-administrada com a dose sub-limiar de PGE, (10 ng/pata) em ratos pré-
tratados com indometacina na pata e demonstramos que a administragao periférica de
IL-18 embora ndo tenha induzido hiperalgesia devido a inibicdo da liberagdo de PGs
pela indometacina, significativamente aumentou a susceptibilidade dos NNP (“priming”)
a acado da PGE; sub-limiar, a qual induziu a hiperalgesia com uma magnitude
semelhante a dose de 100 ng. Isso demonstra que a ativagao do receptor IL-1RI pela

IL-1B3, embora nao sensibilize os NNP por si s6, é fundamental para o desenvolvimento
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da hiperalgesia induzida pela prostaglandina liberada enddégenamente durante a
inflamacéo do tecido periférico (“priming” hiperalgésico). Similarmente a agao da IL-1(3
como mediador inflamatério do tecido periférico, com a fungao de neuromodulagédo no
GRD, a IL-1B também induz a liberacdo de prostaglandinas. A administracdo de
indometacina no GRD-L5 preveniu completamente o desenvolvimento do “priming”
hiperalgésico induzido pela IL-1B no tecido periférico, o que nao foi observado quando
administramos a indometacina intraperitonealmente, que reduziu de forma singela o
“priming” hiperalgésico e esse efeito, deve ter sido devido a agdo da mesma,
sistemicamente, no GRD.

Verificamos também, nesse estudo, que além da ativacdo dos receptores IL-1RI
neuronais do tecido periférico, a ativacdo dos receptores IL-1RI do GRD ¢é importante
para o “priming” hiperalgésico. O tratamento com ODN-AS contra IL-1RI ou IL-1Ra no
GRD-L5 inibiu o “priming” hiperalgésico, revelado pela administragao da dose sub-limiar
de PGE; (10 ng/pata). Observamos que a inibigao do “priming’ hiperalgésico pelo IL-
1Ra foi menor quando comparada a inibicdo do ODN-AS contra IL-1RI e isso, pode ser
explicado pelo fato de que, o antagonista (IL-1Ra) administrado no GRD estaria agindo
apenas nas células do GRD enquanto que, o tratamento de 4 dias com ODN-AS contra
o receptor IL-1RI estaria agindo nos receptores tanto dos neurénios sensoriais do GRD

quanto do terminal neuronal periférico.
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6. CONCLUSOES

Os dados do presente estudo sugerem que a sensibilizacdo dos NNPs pelas
prostaglandinas depende da ativacao de receptores neuronais de IL-18 nos terminais
periféricos os quais, por sua vez, induzem a liberagcdo de IL-13 no GRD a qual atua
como neuromoduladora via liberagdo de PGs pelas células neuronais. Esta seqliencia
de eventos parece ser fundamental para a sensibilizagdo dos NNP durante os
processos inflamatérios do tecido periférico (Figura 17). Este fato novo envolvido no
mecanismo periférico da dor inflamatéria emerge como uma nova linha de estudos
envolvendo o papel do GRD e suas células no desenvolvimento da sensibilizagdo
periférica e abre novas perspectivas para o desenvolvimento de farmacos mais seguros

para o controle da dor de origem inflamatoria.
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Figura 17. Esquema propondo a participacao das células do GRD na sensibilizacdao dos
Neurénios Nociceptivos Primarios durante inflamacao do tecido periférico. IL-1B liberada
no tecido periférico age no receptor IL-1RI neuronal induzindo a liberacdo de IL-1B no GRD, a
qual age em receptores IL-1RI através da ativacdao IRAK-1 e IRAK-4 no préprio neurdnio e/ou
em células satélites. Subsequente a liberagao de IL-1B, ocorre ativagao de COX em neurdnios
TRPV-1" e/ou em células satélitescom consequente sintese de prostaglandinas, as quais agem
nos neurdbnios TRPV-1" sensibilizando-os. CFA (Adjuvante Completo de Freund), Cg
(Carragenina), IL-1B (Interleucina-1B), IL-1RI (Receptor de Interleucina-1 do Tipo ), IRAK
(proteinas quinases, IRAK-1 e IRAK-4), COX (Ciclooxigenase-2), PGE, (Prostaglandina-E,).
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